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1. SOLUȚII 
1.1.Concentraţia soluţiilor 


Laboratorul de biochimie trebuie să fie dotat cu substanțe 
chimice (reactivi), ustensile şi aparatură de laborator care să ofere 
posibilitatea desfaşurarii activităților în cea mai buna siguranță şi 
rezultatele analizelor să fie de cea mai bună calitate. În figura 1.1 
este prezentată sticlăria de laborator utilizată în laboratorul de 
biochimie. Pentru ' măsurarea volumelelor sunt folosite pipete 
gradate, 'biurete şi cilindri gradaţi, iar depozitarea reactivilor se 
face în sticle speciale, prevazute cu dop de diferite volume şi pot fi 
închise sau deschise la culoare. La prepararea soluțiilor se 
utilizează baloane cotate, baghete pentru omogenizare, pâlnii, iar 
efectuarea cantăririlor se face cu ajutorul tăviţelor de cântărire, 
fiolelelor sau sticlelor de ceas. Inaintea exeprimentelor probele 
trebuie pregătite şi pentru aceasta sunt supuse unor procedee care 
pot implica extracţie, distilare, centrifugare, etc. 


Pâlnie do sepmere — UOayhete-gitubur Stidi pentu reactii Q 3niru gradat Rotrg3reat pi pizetă 
v pi ind eta 


Figura 1.1. Principalele ustensile folosite în laboratorul de biochimie 
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Soluţiile au o importanță foarte mare în viaţa şi activitatea 
practică a omului. Este suficientă menționarea faptului că 
procesele de asimilare a hranei de către om şi animale sunt legate 
de solubilizarea substanţelor nutritive. Toate lichidele fiziologice 
mai importante reprezintă soluţii (sângele, limfa, urina, etc). Se 
numeşte soluție un sistem omogen solid sau lichid, format din doi 
sau mai mulți componenți care nu interacționează. chimic şi 
alcătuiesc o singură fază. | 

În laboratoarele de biochimie se are curent soluţiile 
lichide, care sunt formate din două componente şi anume 
dizolvantul (solventul) şi una sau mai multe substanțe dizolvate 
(solvaţii). | 

Concentrația soluţiei mii De cantitatea de substanță 
dizolvată într-o anumită cantitate de soluţie sau de solvent. Sunt 
mai multe moduri de a exprima raportul dintre solut şi solvent, 
cgpcantiajia soluției şi anume: | 

A. concentratia procentuală (empirică) 
B. concentraţia molară (molaritate) 

C. concentraţia normală (normalitate) 
D. titrul unei soluții 

E. fracție molară 


A. Concentrația procentuală la suta (%) 


Reprezintă cantitatea de substanță exprimată în grame care 
se află în 100g soluţie. 
Formula de calcul: 


Cpomp= zs x100, Crv) = rA «100 


unde Cpuv) = concentrația side Enan de masa (volum), md (Vd) 
= masa (volum) de substanța dizolvată, ms (Vs) = masa (volum) de 
solvent. 

Exemplu 1: o soluţie de clorură de sodiu (NaCl) 15% conţine la 
100 g soluţie 15 g sare şi 85 g apă.. 


6 


Exemplu 2: o soluţie de aldehidă formică (CH20) 2% conţine 2 
cm? aldehida formică si 98 cm” apă. 
Exemplu 3: o soluţie de proteină 8,5%, este soluţia proteică ce 
conţine 8,5 g proteine în 100ml soluție. 

Concentratia la mie(%0). Reprezintă numărul de grame de 

substanţă dizolvată în 1000 g de soluţie. 
Exemplu: serul fiziologic este o soluție NaCl 9 %0 şi se obţine din 
9 g NaCl, peste care se adaugă apă (sub agitare) până se obțin 
1000 cm” de soluţie. 


B.Concentratia molara sau molaritatea (m/M) 


Această concentraţie reprezintă numărul de moli (molecule 
gram) de substanţă dizolvată în 1000 ml de soluţie. Se notează cu 
simboluri m sau M care însoțesc cifra ce arată concentrația 
respectivă. 

Numărul de moli se poate afla din următoarea formulă: v = 


M 

unde v reprezintă numărul de moli; m este masa de substanță şi M 
este masa moleculară a substanței respective. Pentru a calcula 
molariatea unei soluţii se utilizează formula de mai jos: 


Cm = M sau folosind numărul de moli Cm = La 
M x Vs Vs 


Exemplu: o soluţie de NaCl 2M conţine 2 moli de NaCl: Mnaci = 
` 58,5g/mol şi un mol are 58,5 g NaCl la 1000 ml soluţie, iar 2 moli 
vor avea 58,5gx2 = 117 g NaCl la 1000 ml soluţie. 


C.Concentratia normala (n/N) 


Reprezinta numarul de echivalenti gram de substanta 
dizolvata in 1000 ml solutie. Solutiile ale caror concentratii se 
exprima prin normalitate se numesc solutii normale si se noteaza 
cu simbolurile n sau N care insotesc cifra ce indica concentratia 
respectiva. ` | 


md | 
Eg x Vs | 


| 


. Cn= 


Echivalentul gram (Eg) reprezintă cantitatea în grame 
dintr-o substanță numeric egală cu echivalentul chimic. 
Echivalentul chimic al unui element reprezintă cantitatea din acel 
element care se combină sau poate înlocui combinaţiile sale un 
echivalent de hidrogen (1,008 g), un echivalent de oxigen (88), un 
echivalent de carbon (3g din izotopul 12C) sau în general un 
echivalent al oricărui alt element. 

Exemple de calcul al echivalentului gram : 


e Egal H2504 la neutralizare totala: = 49,04g 


e EgalCa(OH) la neutralizare totala: Aw =%87,05g 
i | 
Exemple: | 
„e pentru a prepara o soluție de H>;SO4 IN se calculează în 


primul rând Eg al H>SO4 = 49,04g şi astfel 1000 cm? de soluţie 
HSO, 1N conţine 49,04g H>SO,, adică un echivalent gram de 
H>SO4 | | 

° pentru a prepara 500cm? soluţie de NaCl 0,3N se 
calculează cantitatea de NaCl exprimată în g astfel: 


58,5 
Egnaa = E = 58,5g 


V = 500cm? = 0,5L Cn=0,3 N 


Din formula concentrației normale reiese că masa de NaCl ce 
trebuie dizolvată în 0,5L soluţie pentru a obține o normalitate de 
0,3N este de maci = 58,5 x 0,3 x 0,5 = 8,775g. | 
Concentrația unor constituenți solubili din diferite fluide 
biologice (sânge, salivă, lichid cefalorahidian, urină, etc.) se 
exprimă fie în g/L sau în subdiviziuni ale acesteia fie în Eg/L sau 
subdiviziuni ale acesteia. Spre exemplu concentrația cationilor 


8 


Nat, K*, Ca2*, Mg?" în sânge se ec priiă în g/L dar să în mEg/L 
(at miliechivalenți) 


D. Titrul unei solutii (T) 


T itrul reprezintă cantitatea în grame de substanță dizolvată 
într-un cm? de soluție. 

Factorul de corecție (F) al unei soluții este numărul care ne 
arată de câte ori soluția aproximativă este mai concentrată sau mai 
diluată decât soluția de normalitate exactă./ Aceasta se poate 


determina prin titrare sau prin calcul: 
Treal 
Tteoretic 

Exemplu de calcul: 

Să se calculeze factorul unei solutiide NaOH 0,1N dacă 
titrul real al soluţiei este 0,0042 giem? f 

1000 cm? sol.0,1 N ........................40:0,1 g Na OH 

mit cm? Tapanli, mele a ales Titeoretic NaOH 


T, = 40-04 _ = 0, 0040, mai general: Eg : n / 1000 
1000 


(Eg - echivalentul ; N- normalitatea) 


ez la S 5340800 
T, 0,0040 


Operația de adăugare treptată la soluția de analizat a unui 
volum măsurat de soluție a reactivului de concentrație cunoscută 
până la punctul de echivalență se numeşte titrare. 

Situația corespunzătoare cantității echivalente de reactiv 
adăugat se numeşte punct de echivalență. El poate fi determinat 
“prin metode chimice sau fizico-chimice. 


E. Fracţia molară (x) 


B.C.U. "M. EMINESCU" IAȘI 


Este raportul dintre numărul de moli ai unui component şi 
numărul total de moli ai tuturor componenți din soluție. 


Substanțe etalon-soluții etalon 

Substajele etalon sau standard sunt considerate acele 
substanțe din care prin cântărire, dizolvare şi aducere la un volum 
dat de soluție se obțin soluţii cu titru exact. 

O substanță etalon trebuie să îndeplinească următoarele 
condiţii: 

- să fie suficient de pură (astfel încât eventualul grad de 
` impurificare să nu afecteze precizia determinărilor ce se 
- efectuează) 

- să aibă formula chimică bine definită, compoziția să fie 
unitară şi stabilă în conditiile de lucru (să nu se carbonateze, să nu 
se oxideze, să nu absoarbă apa, să nu piardă apa de cristalizare) 

- să fie suficient de stabilă în solventul care se utilizează 
(de regula apa distilată) 

- să aibă masă moleculară, respectiv Eg, relativ mare, astfel 
încât eroarea de cantărire să fie cât mai mică ` 

Exemple” de substanțe etalon: dicromatul de potasiu 
(K2Cr207), acidul oxalic (C30+H»), carbonatul de sodiu (Na-CO3), 
clorura de potasiu (KCI), acidul benzoic (C6Hs-COOH) etc. 

Substanțele etalon se utilizează în urmatoarele scopuri: 

- pentru: obţinerea directă prin simpla căntarire şi dizolvare 
a soluţiilor care se folosesc în volumetrie( soluţii etalon) 

- pentru determinarea exactă a concentrației unor soluţii ce 
urmează a fi folosite în diferite determinări volumetrice (operaţie 
de standardizare). 

Soluțiile etalon (exacte) sunt acele soluţii al caror titru este 
egal cu titrul exact (teoretic). 
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- ACTIVITATE EXPERIMENTALA 


Experienta 1: Cântărirea la balanța analitică şi prepararea 


soluțiilor cu diverse concentrații. 


Balanța analitică este un instrument electronic de mare 


precizie iar pentru realizarea unor măsurători corecte trebuie să se 
te seama de următoarele: 


să nu se amplaseze balanța într-un curent de aer 
să nu se amplaseze balanța analitică lângă surse de căldură 
sau direct la soare 


-să nu se amplaseze balanța într-o încăpere cu umiditatea 


ridicată ` 

baza balanței trebuie să fie stabilă, să nu fie supusă 
vibratiilor 

baza balantei trebuie să fie perfect orizontală, astfel încât 
bula de aer să fie în centrul cercului marcat, în caz contrar 
trebuie reglată orizontalitate din picioruşe. i 

În Figura 1.2. este descrisă o balanță analitică din dotarea 


laboratorului de Biochimie (acest instrument diferă atât ca mod de 
lucru cât şi ca aspect în funcţie de firma producatoare): 

1. tasta ON/OFF 

2, tasta T (tare; tastă de reglare a punctului zero) 

3. citire digitala a greutatii cu detector de stabilitate 

4. tasta MODE 


5. nivel de control al orizontalitații 

6. taler de cântărire 

şuruburi de reglarea a 
orizontalității Figura 1.2 
Balanța analitică 


Ta 


balon cotat 


Dizolvarea substanțelor în 


Substanța cântărită la balanța 
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analitică se aduce în soluţie efectuandu-se următoarele operații: 
- se pregăteşte sticlăria (uscată şi curată) necesară realizarii 
operației de dizolvare a substanţelor: balon cotat (poate fi de la 
25cm5-1000cm5), pâlnie de diametru mic, pisetă (plastic sau sticlă) 
cu apa distilată 


- sticla de ceas sau fiola de cântărire cu substanța cântărită se ţine 
deasupra pâlniei, care a fost ataşată în prealabil la balonul cotat, şi 
cu piseta umectam substanța până când aceasta se dizolvă şi uşor 
clătim sticla de ceas/fiola de cântărire până când observăm că nu 
mai avem urme de substanță es aceasta procedura reducem 
erorile) 
- după clătirea sticlei de ceas, prin mişcări de rotire clătim pâlnia 
de câteva ori şi înainte de ridicarea acesteia din gâtul balonului 
clătim şi orificiul de scurgere 
- se aduce la cotă (marcajul volumului balonului cotat) cu apă 
distilată după care se pune dopul (de preferat dop rodat pentru a 
asigura etanşeitatea vasului) balonului si prin mişcări de răsturnare 
se omogenizează soluția 
- soluțiile obținute se transvazează în TOR de reactivi adecvate, 
perfect curate şi uscate 

ACTIVITATE EXPERIMENTALA 
1) Preparaţi 500 mL de TCA (acid tricloracetic) 10% având la 
dispoziţie o solutie de TCA de 50%. 
Se va aplica formula de calcul: C.Vi=C2V>, unde Ci reprezintă 
concentrația soluţiei inițiale, Vi este volumul soluției iniţiale şi 
C2,V> sunt concentraţia şi respectiv volumul soluţiei pe care dorim 
să o obţinem. 
Pentru a realiza 500 mL TCA 10%,vom avea nevoie de 100 mL de 
TCA 50 % + 400 mL apă distilată. 
2) Preparaţi 20 mL de soluție de acid oxalic 0,5M (M C204H: = 
90g/mol) 
1000'mL solutie................. .0,5 moli. 
ME SOME. eee e anae teas X moli 


X = 0,01 moli > 90x0,01 moli = 0 de C>O4H> la 20 ml apă 
distilată 


1.2. pH-ul soluţiilor 


Toate soluţiile, inclusiv cele biologice (umori) au printre 
caracteristicele lor şi pe aceea de-a fi acide, bazice sau neutre. 
Conform teoriei lui Brânsted-Lowry acizii sunt speciile chimice 
(nu numai molecule ci şi ioni) care pot pune în libertate protoni, iar 
bazele sunt speciile chimice care pot accepta protoni (cu formarea 
de legături coordinative). 

Aciditatea, bazicitatea şi neutralitatea soluțiilor se poate 
exprima prin concentraţii, dar şi mai simplu printr-o scara de la 0 
la 14 dacă se utilizează mărimea notată cu pH. 

pH-ul reprezintă logaritmul. zecimal cu semn schimbat al 
concentraţiei ionilor de hodroniu/protoni ([H;0* D 


pH = -log[H ] 


În mod similar poate fi definit pOH — ul: pOH = -log[OH'] 
Între pOH şi pH există relația următoare: pH + pOH = 14. 
Pentru a ajunge la această formulă trebuie cunoscut faptul 
că apa este o substanța cu caracter amfoter (poate “juca rol” atât de 
bază cât şi de acid), disociindu-se într-o proporţie foarte redusă în 
ioni de H;O* şi OH' (hidroxil/oxidril). H,O+H,O— OH 
f +H30” 
exprimandu-se prin urmatoarea constanta de ionizare: 


ze so | Ho- | 
[H2o]? 


Deci apa suferă o reacție de autoprotoliză, care în forma 
simplificată se prezintă ca o reacţie de ionizare. 
+ a 
H:O =H +HOşi K; la+ lon] 
[H20] 
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Gradul de ionizare al apei este foarte mic a = 2x10$ 
echilibrul reacției este mult deplasat spre stânga, astfel ca în aceste 
condiţii concentraţia apei la echilibru rămâne constantă şi poate fi 
inclus în Ki. 


ab z 
Ki [HO] = [HO ] [HO] = K K) numit produs ionic al apei 


Mărind concentrația in ioni de hidrogen, concentrația in 


ioni [0H ] scade, astfel încât produsul i ionic Kwrămâne constant. 
Pentru apa pura pH-ul şi pOH-ul sunt egale, valoarea lor 
fiind egala cu - log 10 274 
Valorile pH-ului si pOH-ului corespunzatoare diferitelor. 
concentratii ale ionilor hidroniu sau hidroxid alcatuiesc scara 
aciditatii si bazicitatii. | 


Determinarea pH-ului unei solutii 


pH-ul se poate determina cu ajutorul indicatorilor, cu 
metoda potentiometrica sau cu ajutorul pH-metrului. 

1)Metoda colorimetrica 

Indicatorii de pH (acido — bazici) sunt substanțe organice 
care îşi schimbă o: anumită proprietate (culoare, turbiditate, 
fluorescenţa, etc) în funcție de un anumit parametru variabil al 
sistemului (de exemplu pH-ul). Dacă aciditatea soluţiei se 
modifică (de exemplu prin neutralizare cu o bază) indicatorul îşi 
schimbă culoarea. Schimbarea culorii indicatorului este legată de o 
modificare de structură şi are loc într-un interval numit interval de 
viraj, specific fiecărui indicator (tabelul 1.1). 

H'-Ind (culoare în mediu acid) H'+Ind" (culoare în 
mediu bazic) 

Ind-OH (culoare î in mediu bazic) — HO +Ind' (culoare š in 
mediu acid) 
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Pentru ca o substanţă să fie utilizată drept indicator trebuie - 
„să îndeplinească următoarele condiţii: 

- sa-şi schimbe culoarea în mod reversibil, adică 
modificarea de pH însoţită de schimbarea culorii să se petreacă atât 
la creşterea acestuia cât şi la scăderea lui, 

= - schimbarea culorii să fie sesizabilă la concentraţii foarte 
mici (sensibilitate) 

- să fie solubilă în mediul de lucru 

- să fie stabilă în mediul de lucru 


Indicator Schimbarea Interval de viraj pH 
culorii de la - la 


Metiloranj ; 3,1 - 44 
Rosu de metil 4,2 - 6,2 
Rosu Congo 3,0 - 5,0 


Albastru de brom- | galben - albastru 6,2 - 7,6 
timol (sare de sodiu 


Rosu neutral 6,8 - 8,0 
Turnesol 5,0 - 8,0 


Fenolftaleina incolora  - roz | 8,2 - 10,0 
violaceu - | 


Timolftaleina 9,4 - 10,6 


Tabelul 1.1. Intervalele de viraj ale unor indicatori 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 


Determinarea experimentală a pH-ului unei soluţii prin 
metoda colorimetrica: | 

Se prepară următoarele soluții: 

A. Soluţie KH>PO4 de concentraţie 0,06M 

B. Soluţie Na>HPO, de concentraţie 0,06 M 

În eprubete separate se amestecă soluțiile A şi B în 
proporţiile indicate mai jos. Se pregătesc 3 seturi identice de câte 5 
eprubete. Se obţine astfel în fiecare eprubetă o soluție cu un 
anumit pH. În fiecare din cele cinci eprubete ale primului set se 
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adaugă câte o picătura de roşu de metil. Se notează culoarea 
fiecarei eprubete în tabel: | 

Se repetă experimentul pentru o altă serie de 5 eprubete, 
adăugându-se în fiecare câte o picătură de alabastru de bromtimol 
şi apoi cu fenolftaleina. Se va constata că virajul fiecarui indicator 
începe şi se termină la valori de pH, riguros determinate, specifice. 


Soluţia | Soluția 
A(ml) Roşu | Albastru | Fenolftaleina 
de- de 
T: metil | bromtimol 
üa aSz5an 


Determinarea experimentală a pH-ului unei soluții prin 


Eprubeta 


metoda electrometrică 


Această metodă se bazează pe relația de directă 
proporționalitate ce există între pH-ul unei soluţii şi diferența de 
potential (E) care se stabileşte între o pilă contruită dintr-un 
electrod standard de sticla (E) şi un alt electrod introdus în soluția 
de analizat. Aceasta dependență poate fi scrisă şi sub forma: 


E = E0- s: In[H'], unde E) = potentialul standard al electrodului 


de sticlă, R = constanta gazelor, T = temperatura absolută, F = 
constanta Faraday. | | 
Înlocuind constantele cu valorile lor şi trecând de la 
logaritm natural la logaritm zecimal se obtine ecuatia: E = - 
0,05910g[H']=0,059pH 
-~ Asemenea determinări de pH se efectuează cu aparate 
deosebit de sensibile, denumite pH-metre (figura 1.3), care indică 
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direct valoarea pH-ului, ce apare pe un ecran sau pe o scală 
~ gradată, cu o precizie de ordinul sutimilor de unităţi de pH. 
| Caracteristicile tehnice variază de la un instrument la altul în 
funcţie de firma producatoare, dar principiul de determinare al pH- 
ului este neschimbat. | 
° Moduri de funcționare: masurarea pH 
- şi potențial redox | 
e Precizie de măsură pH: 0,00 - 14,00/ 
+ 0,01 Fig 1.3. PH-metrul 


13. Sisteme tampon şi 


capacitatea de tamponare 


pH-ul este esenţial în desfaşurarea practic a tuturor 
proceselor în orgasnimele vii. Menţinerea lui la o valoare fixa (în 
plasma), în condiţiile în care intră şi ies în permanență compuşi cu 
caracter acid sau bazic nu ar fi posibilă fără existența unor 
modalităţi de anihilare a exceselor de ioni H* sau OH, respectiv a 
ceea ce denumim sisteme tampon. 

Sistemele tampon sunt amestecuri formate dintr-un acid 
slab şi baza sa conjugată sau dintr-o bază slabă şi acidul său 
conjugat. | Ri Sp | | 

Exemple de sisteme tampon: CH>COOH/CH3COONa (acid 
acetic/acetat de sodiu), NH3/NH,Cl (amoniac/clorura-de amoniu), 
H»CO/NaHCO3 (acid  carbonic/carbonat acid de sodiu), 
NaH»PO/Na-HPO, (fosfat acid monosodic/fosfat acid disodic), 
glicocol/HCI (NaOH), citrat/HCI (NaOH). 

În vederea calculării pH-ului sistemelor tampon se va porni 
de la cazul de soluţie tampon: HA-MA (pentru acid slab si baza 
conjugata): 

HAS A +H? 
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Aplicând legea echilibrului chimic se va obține constanta 


IER) de unde: [H'] = Ka pe A 

[HA] LA] 
disociata va fi mult impiedicată de prezenţa sări MA care este 
practic total disociată MA>M* +A şi va retrograda disociata 
acidului HA, prin ionii A". De aceea se va considera ca într-un 
amestec de acid şi sarea sa, sarea sa este complet disociată, iar HA 
este în formă nedisociată. Deci [A] = [MA] si [HAneaisociat] = 

[HAkuotal]. Astfel se obtine ecuatia Henderson-Hasselbalch: 
H= ga HA -Ka Cacid 
[MA] Csare 

pH= pKa + IgCsare —IgCacid 

Capacitatea de tamponare reprezintă puterea de rezistență 
a unui amestec tampon la adaugare de acizi sau baze tari, 
menținând pH-ul aproape constant. Cea mai buna capacitate 
tampon o au soluţiile în care cele două componente sunt în 
concentrații egale, adică raportul concentraţiilor este egal cu 
unitatea. O soluţie tampon prezintă o capacitate tampon eficientă 
între patru unități de pH. 

O măsură a capacităţii de tamponare este cantitatea de acid 
sau bază tare necesară pentru a schimba valoarea pH-ului cu 
anumite mărimi. Cu cât această cantitatea este mai mare, cu atât 
tamponul este mai bun, are o capacitate de tamponare mai ridicată. 

Indicele de tamponare este variația pH-ului la adăugarea 
unei cantități de acid tare sau bază tare. Procesele chimice si 
biologice ale vieţii decurg la un pH aproape constant de 7,32 care 
este menținut la această valoare prin acţiunea a două sisteme 
tampon principale din sânge: fosfat monosodic- fosfat disodic şi 
acid carbonic-carbonat de sodiu. 

Sisteme tampon fiziologice. În ordinea complexităţii lor 
crescânde, principalele sisteme tampon din organism sunt: (1) 
sistemul tampon carbonat (2) sistemul tampon fosfat (3) sistemul 
tampon al unor acizi organici şi (4) sistemul tampon al 
hemoglobinei. 


de aciditate Ka= 


, care prin logaritmare devine: 
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(D Dintre sistemele tampon din organism cel mai - 
important şi mai rapid controlat este sistemul bicarbonat/acid 
carbonic (HCO'/CO2). Importanţa sa deosebită rezultă din faptul 
că, pe de o parte, CO» este produs continuu de catre metabolismul 
celular, iar pe de altă parte, acesta formează cu apa, în prezența 
anhidrazei carbonice, acidul carbonic (H2CO3) care disociază uşor 
HCO5 şi H”. Acest sistem cuprinde exces de componentă bazică 
(bicarbonat). Într-adevar, concentraţia bicarbonatului de sodiu din 
sânge este de 20 de ori mai mare decat cea a acidului carbonic. 
Datorită acestui fapt, sistemul tamponează eficient acizii realizând 
păstrarea constantă a pH-ului mediului intern (sângelui). Un alt 
aspect-care conferă sistemului tampon bicarbonat/acid carbonic o 
importanță funcțională deosebită este posibilitatea de reglare foarte 
rapidă a concentraţiei lui sanguine datorită controlului respirației, 
care se realizează prin valoarea presiunii lui parţiale din sângele 
arterial, prin intermediul chemoreceptorilor periferici din sinusul 
carotidian şi ai celor centrali din sistemul nervos. Astfel, o creştere 
“a presiunii partiale a CO» şi, implicit, a concentrației sangiune a H° 
(acidoza) va determina creşterea frecvenței respiratorii si 
eliminarea excesului de CO» În condiţiile scăderii presiunii 
parțiale a CO2 (alcaloza) frecvenţa respiratorie scade. Din 
mecanismele prezentate rezultă că funcția respiratorie are o 
importanță deosebită în menţinerea echilibrului acido-bazic al 
organismului. 

(2) Sistemul tampon al fosfaților se află atât în celule 
cât şi în spaţiul extracelular. Eficiența lui este mare, în special, în 
celulele unde concentrațiile KHPO4 şi KoHPO4 sunt de asemenea 
mari. În spaţiul extracelular componenții sistemului sunt fosfatii de 
sodiu (NaH»PO4 şi Na2HPO4), corespunzători celor de potasiu, 
intracelulari. Sistemul tampon al fosfaților din compartimentul 
extracelular este mai putin eficient decat cel constituit din acid 
carbonic şi bicarbonat. Trebuie reținut însă că în salivă ambele 
sisteme tampon (acid carbonic - bicarbonat de sodiu şi fosfat 
monosodic - fosfat disodic) sunt deosebit de eficiente pentru 
menţinerea constantă a pH-ului salivar. 
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(3) Sistemele tampon ale unor acizi organici sunt 
constituite, în special, din: acid lactic şi lactat alcalin, acid piruvic 
şi piruvat alcalin, acid acetoacetic şi o sare a sa alcalină. I | 

(4) Sistemul tampon al hemoglobinei. Hemoglobina îşi 
poate exercita acțiunea tampon în special, datorită faptului .că 
cuprinde, în partea sa proteică, multe resturi de histidina. Acesta 
este un aminoacid cu nucleu imidazolic care, având capacitatea să 
accepte şi să cedeze H' la un atom de azot din heterociclul său, 
poate funcţiona ca bază sau ca acid. Hemoglobina intră în 
constituția a doua sisteme tampon: (a) hemoglobina acida - 
hemoglobinat de potasiu şi (b) oxihemoglobina - oxihemoglobinat 
de potasiu. Atât sistemul care cuprinde hemoglobina cât şi cel care 
cuprinde hemoglobina oxidata (oxihemoglobina) reprezintă cele 
mai importante sisteme tampon cu componente proteice din sânge. 
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2. TEHNICI DE INVESTIGARE UTILIZATE ÎN 
LABORATORUL CLINIC 


2.1. Cromatografia 


= Cromatografia este o metodă care permite izolarea, 
purificarea şi separarea compuşilor din lumea vie. Tehnicile 
cromatografice implică separarea moleculelor pe baza diferenţelor 
în mărime, masă, sarcină electrică, solubilitate şi a proprietăţilor de 
absorbție intre doua faze (stationara si mobila). Termenul de 
cromatografie (chromatos = culoare) a fost pentru prima dată 
utilizat de botanistul rus M. Tswett (1903) pentru a descrie 
separarea pigmenților colorați din plante pe o coloană de aluminiu. 

Toate tipurile de cromatografie implică aceleaşi trei 
componente şi anume: amestecul de separat, faza staționară Li 
faza mobilă (solventul). Faza staționară poate fi un solid, un lichid 
pe un suport solid sau un gel şi ea poate umple o coloană, poate fi 
întinsă ca un strat sau ca un film. Faza mobilă poate fi un gaz sau 
un lichid. 

Tipuri de cromatografie: 

1) cromatografia pe hârtie — permite separarea 
componentelor unui amestec pe baza coeficientului de partiție 
(definit ca raportul dintre concentrația compusului în faza 
staționară şi concentrația aceluiaşi compus în faza mobilă, la 
echilibru) între o fază apoasă staționară (de regula, hârtia 
Whatman) şi faza mobilă (un amestec de solvenți organici). Vor 
migra mai mult acei componenți ai amestecului care sunt mai 
solubili în faza mobilă şi mai puţin cei a căror solubilitate este mai 
mare în faza staţionară. Raportul dintre distanța parcursă de fiecare 
component al amestecului şi distanța parcursă de solvent este 
valoarea Rẹ a acelui component. Valoarea R este dependentă de 
coeficientul de partiție al fiecărui component. 

Cromatografia pe hârtie poate fi: 
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a) = ascendentă — foaia de hârtie este plasată pe un 
suport şi extremitatea inferioară este în contact cu un rezervor in 
care se află faza mobilă. Solventul parcurge ascendent hârtia, prin 
capilaritate. 

b) descendentă — solventul parcurge descendent hartia 

c) bidimensională — amestecul este separat initial intr- 
un prin sistem apoi, după uscare, hârtia este întoarsă cu 90° şi 
separarea se realizează într-un al doilea sistem. 

2. Cromatografia pe strat subţire — foloseşte plăci, cu 
suporturile dorite, furnizate de firme specializate. Soluţia care 
conţine proba se introduce pe placă cu ajutorul unui tub capilar. 
Pentru control pe marginile plăcii se pune o probă martor care 
având o compoziţie cunoscută va avea valori Rf într-un domeniu 
convenabil. 

3: Cromatografia de schimb. ionic — presupune stabilirea 
unor legaturi ionice între sarcinile electrice ale ' moleculelor 
ionizate din amestecul de separat şi sarcinile electrice de semn 
contrar al răşinii schimbătoare de ioni cu care este umplută coloana 
(faza staționară). Anioni (de exmplu: —SOs) sau cationi (de 
exemplu: -N(CH3)s ) sunt covalent atașați la răşina din faza 
staționară. Faza mobilă se numeşte eluent, iar componenta care a 
părăsit coloana eluat. Separarea componentelor amestecului cu 
ajutorul fazei mobile şi scoaterea din coloană se numeşte e/uare. 

4. Cromatografia de excludere moleculară (gel-filtarea) 
— are la bază dimensiunea diferită a moleculelor din amestec. Gelul 
cu care este umplută coloana reprezintă o “sită moleculară” care 
permite o deplasare diferenţială a moleculelor prin gel, în funcţie 
de mărimea lor. Moleculele mici pot difuza în lichidul din 
interiorul particulelor de gel şi astfel, în eluat apar întâi moleculele 
de dimensiuni mari şi doar mai târziu cele cu dimensiuni mici. 

5. Cromatografia de afinitate — pe coloană pot fi atașați 
covalent de o răşină insolubilă compuşi cu mare afinitate (de 
exemplu: proteinele au mare afinitate pentru substratele lor). Asfel, 
într-un amestec de componenți eluați prin răşină o anumită 
proteina va putea fi separată prin întârzierea ei selectivă pe 
coloană. 
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© 6. Cromatografia de înaltă performanță în fază lichidă 
(High Performance Liquid Chromatography; HPLC) — este o 
metodă de separare care prezintă o mare putere de rezoluție şi 
reproductibilitate. Coloana de obicei are dimensiuni mici (10- 
30cm lungime si diametrul de 2-5mm). Cu cât granulele sunt mai 
mici şi mai strâns împachetate cu atât rezoluția acestei tehnici este 


mai mare. Materialul ce umple coloana este atat de dens, încât 


soluţia trebuie pompată prin coloana cromatografică sub presiune 
mare (se folosesc coloane de metal). Detectorul ideal are: 
sensibilitate mare, zgomot de fond scăzut, răspuns independent de 
modificarea parametrilor de operare (temperatura, presiune, debit), 
răspuns independent de compoziţia fazei mobile, este stabil într-un 
timp indelungat de operare şi este capabil să ofere informații 


` asupra analiţilor. Se pot folosi trei tipuri de detectori, şi anume: 


detectori UV-VIS, electrochimici şi de fluorescență. | 

Printre aplicaţiile principale ale tehnicii HPLC amintim 
determinarea cantitativă şi calitativă din analizele farmaceutice, 
clinice, toxicologice, de mediu şi industriale. 


2.2 Electroforeza 


Electroforeza, original demostrată de către Tiselius în 
1937, este o metodă de analiză ce permite separarea componenților 
unui amestec pe baza diferenţelor între vitezele de migrare în câmp 
electric. Viteza de migrare a unei particule în câmp electric este 
direct proporțională cu sarcina şi intensitatea câmpului electric şi 
invers proporțională cu raza particulei şi vâscozitatea mediului. 

Componentele necesare electroforezei sunt: 
a) aparatul de electroforeză alcătuit din: electrozi, un dispozitiv 
suport al mediului de migrare şi două compartimente care conțin 
soluție tampon | 
b) sursa de curent continuu (5-8V/cm). La valori ale intensității 
mai mari de 10V/cm încălzirea produsă poate determina pierderea 
apei din sistem prin evaporare şi/sau denaturarea unor probe 
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c) proba de analizat (aminoacizi, peptide, proteine, acizi nucleici) 
d) soluția tampon — Alegerea soluției tampon este extrem de 
importantă pentru o bună separare electroforetică. Componentele 
acestuia nu trebuie să interacţioneze cu compuşii probei, iar pH-ul 
trebuie astfel ales încât să nu determine modificarea chimică sau 
denaturarea probei. La pH < pl, molecula va fi cation şi se va 
deplasa spre catod (-). La pH > pl, molecula este anion şi va migra 
spre anod (+). La pH = pl, sarcina globală va fi nulă şi molecula nu 
migrează în câmp electric. 

e) suportul — printre suporturile mai folosite se numără: hârtia de 
filtru, acetatul de celuloză, gelurile (gelul de agaroză, de amidon, 
de poliacrilamidă, etc). Toate gelurile sunt insolubile în apă şi se 
prepară înainte de utilizare. Au propietatea de “sită moleculară”, 
ceea ce permite separări de inəlecul ey cu încărcări similare, dar 
forme şi mărimi diferite. 

f) reactivul de culoare. Cele mai multe probe sunt incolore şi 
trebuie tratate cu reactivi specifici determinând apariţia unor 
compuşi colorați (pentru proteine se foloseşte albastru de 
bromfenol, pentru lipoproteine — Sudan Blak, pentru acizi 
nuccleici — bromura de etidiu). După colorare, excesul de colorant 
este îndepărtat din suport prin elutie cu un solvent potrivit. 


Tipuri de electroforeză: 

1. electroforeza pe hârtie — aplicaţiile acestei electroforeze sunt 
limitate datorită adsorbţiei moleculelor amestecului de separat 

2. electroforeza pe gel de agaroză (polimer polizaharidic). 
Metoda este folosită pentru separarea proteinelor plasmatice și a 
acizilor nucleici 

3. electroforeza pe gel de amidon, acetat de celuloză 

4. electroforeza pe gel de poliacrilamidă în prezență de 
dodecil-sulfat de sodiu (SDS-PAGE) — se foloseşte pentru 
separarea amestecurilor de proteine în funcţie de masele lor 
“moleculare. Gelul de poliacrilamidă se prepară prin polimerizarea 
acrilamidei în prezența unor mici cantități de agent de reticulare — 
metilen-bis-acrilamida care va realiza legături încrucişate între 
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lanţuri. Astfel, spre deosebire de celelalte geluri, dimensiunea 
gelului de poliacrilamidă poate fi precis controlată. Mărimea 
ochiurilor reţelei formate depinde de concentrația agentului de 
reticulare. Separarea depinde atât de sarcina elctrică cât şi de 
mărimea şi forma moleculei. De asemenea, se mai foloseşte un 
inițiator de polimerizare (persulfatul de amoniou) şi un agent ce 
induce o polimerizare regulatá (TEMED = 
tetrametiletilendiamida). 

Dodecil-sulfatul de sodiu (CH3-(CH2)11-OS03 Na”) este un 
detergent anionic, cu caracter amfipatic care, pe de o parte, 
realizează denaturarea proteinelor, iar pe de altă parte produce o 
încărcare negativă constantă pe unitatea de masă (fiecare gram de 
proteină leagă aproximativ 1,4g detergent). Moleculele proteice 
mari vor lega mai mult detergent decât cele mici, dobândind o 
sarcină negativă mai mare. Astfel, supuse electroforezei toate 
proteinele vor migra spre anod, indiferent de caracteristicile lor 
inițiale. 


2.3 Spectroscopia moleculară 


Metodele spectrofotometrice folosesc radiații care la 
trecerea prin substanță provoacă fenomene de absorbţie, emisie, 
difuzie, difracție a căror intensitate poate fi măsurată şi corelată cu 
parametrul urmărit. Aceste metode au la bază interacțiunea 
radiaţiei electromagnetice cu substanța şi pot fi utilizate pentru 
identificarea, dozarea sau stabilirea formulelor moleculare 
diferitelor componente biochimice din variate țesuturi şi lichide 
biologice. 


Spectrofotometria de absorbție moleculară în vizibil şi 
ultraviolet (UV-VIS) 
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Principiul metodei este prezentat schematic în fig 2.1. 


Sol. absorbantă 
de i pia @ 


lumina 
RAKI TU U Că "r “EPS fii 
monocromatică 


Figura 2.1. Principiul absorbției luminii in spectrofotometria UV- 
í VIS 


unde: Io = fascicul incident; L= fascicul transmis (I, < Io) 


Diminuarea intensității fasciculului este determinată de 
fenomenele de absorbţie şi reflexie care au loc la interacția cu 
substanța. 

Legea Lambert-Beer (lų = lo e“) rezultă din combinarea 
legilor lui Lambert şi Beer. Legea lui Lambert: h = lo ex, 
(intensitatea unui fascicul de lumină monocromatică, care 
traversează un mediu absorbant, scade exponențial cu creşterea 
grosimii stratului absorbant). Legea lui Beer: Y = I e e 
(intensitatea unui fascicul de lumină monocromatică, care 
traversează un mediu absorbant, scade exponențial cu creşterea 
concentraţiei mediului absorbant). 

Absorbanța (A) sau extincția (E) reprezintă proporția de 
radiaţie absorbită de mediu şi se exprimă astfel: E = In Io [+= klc, 
unde k = coeficientul de absorbție. 

Aparatele cu ajutorul cărora se poate măsura extincția unei 
soluţii la o anumită lumgime de undă se numesc spectrofotometre. 

Pentru ca o substanță să poată fi dozată prin 
spectrofotometrie de absorbție este necesar sa-i fie cunoscut 
spectrul de-absorbţie. O substanţă colorată prezintă: cel puțin un 
maxim de absorbţie în domeniul vizibil. Dozarea unei substanțe 
care nu prezintă coeficient de extincție semnificativ în domeniul 


-kcl 
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vizibil este posibilă numai după cuplarea acesteia cu un reactiv 
| colorat. | 
Sa Metodele bazate pe reacţii de culoare trebuie să 
îndeplinească condiţiile: 
- culoarea să aibă specificitate (adică să depindă 
numai de substanţa de analizat) şi sa fie stabilă în timp 
- să fie respectată Legea Lambert-Beer 
= măsurarea intensității culorii să se facă la Dai 
Fenomenele de luminescenţă cuprind o gamă foarte largă 
de manifestări naturale, vizibile şi invizibile ochiului omenesc, cu 
mijloace de formare variate. Din punct de vedere fizic, există 
acelaşi mecanism în producerea fluorescenţei  chininei, 
chemiluminescenţei leucocitelor fagocitate şi a bioluminescentei 
licuriciului. Acest mecanism fizic constă în excitarea electronilor 
„din atomii şi moleculele unor substanțe şi eliberarea energiei 
absorbite sub formă de lumină. Spre deosebire de lumina “caldă”, 
produsă prin arderea combustibililor, luminescenţa este o lumină 
“rece”, care nu distruge substraturile unde este formată. Toate 
fenomenele de  luminescență au sufixul “scență”, deşi 
incandescenţă nu face parte din această categorie. 
Chemiluminescenţa (CL) şi bioluminescența (BL) sunt 
fenomene naturale sau provocate, în care absorbția energiei 
produsă pe cale chimică determină formarea unor molecule 
excitate (notate cu un asterix în dreapta sus) ca apoi energia să fie 
eliberată. Emisia de lumină în CL respectă Legea lui Planck, 
conform căreia: E = hu, unde v = frecvenţa = c/A (c = viteza 
luminii; À = lungimea de undă; h = constanta lui Plank; E = 
diferența de energie dintre nivelele stării electronice fundamentale 
şi cele excitate). Astfel, reacţiile chimice producătoare de CL sau 
BL se pot schematiza: 
A +B — C*— C+hv 


în care două substanțe A si B reacționează pentru a forma 
intermediar un produs în stare excitată (C*), ca apoi acesta să 
treacă în acelaşi prosus neexcitat (C) sau în altul (D), energia 
chimică fiind astfel eliberată ca lumină CL cu energia hv. O altă 
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trăsătura esenţială a CL este durata emisiei, aceasta putând varia de 
la fracțiuni de secundă la jumătate de oră. 


2.4. Tehnologia PCR 


Reacţia PCR (Polymerase Chain Reaction = Reacţia de 
Polimerizare în Lanţ) este o metodă de amplificare enzimatică in 
vitro a unei anumite secvenţe de ADN. 

“Prima raportare în literatura de specialitate a unui 
Sbi e de amplificare in vitro a unei secvențe de ADN prin 
PCR a fost realizată de Kary Mullis în 1985. Ulterior, metoda a 
fost aplicată pentru amplificarea secvenţei de ADN ce codifică f- 
globina umană şi pentru diagnosticul prenatal al anemiei 
falciforme. În prezent a fost dezvoltată o adevărată tehnologie 
_PCR care este folosită într-o varietate foarte mare de domenii: 
biologie moleculară, criminalistică, ştiinţe | medicale, 
biotehnologie, microbiologie, industria alimentară, epidemiologie, 
etc. i 

Reacţia PCR este constituită din cicluri succesive de 
replicare ADN in vitro, folosind 2 primeri oligonucleotidici ce 
hibridizează cu cele 2 catene ale secvenței originale (matriţă). 

Principalele componente ale reacției sunt: ADN matriţă, o 
ADN  polimerază  termostabilă, primeri oligonucleotidici, 
deoxinucleotidtrifosfați (ANTP), tamponul de reacţie, ioni de Mg”. 
O reacţie PCR este formată din n cicluri (25-40), în fiecare ciclu 
fiind parcurse 3 etape principale: denaturarea termică a matriţei 
(desfacerea  dublului helix ADN), atașarea primerilor şi 
polimerizarea propriu-zisă. La terminarea unui ciclu de amplificare 
cantitatea de ADN rezultată este dublă față de matriță. În plus, 
produsele rezultate într-un ciclu sunt folosite ca matriță în ciclul 
următor, astfel încât numărul final de copii ADN este de 2" x Y, 
unde Y reprezintă numărul iniţial de copii ADN, iar n reprezintă 
numărul de cicluri de replicare. Diferenţa esenţială între o 
asemenea reacţie: de replicare şi un proces de replicare ADN in 
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vivo, îl reprezintă faptul că în reacția PCR etapa de desfacere a 
dublului helix matriță şi, respectiv, cea de ataşare a primerilor, nu 
sunt realizate enzimatic, ci prin parcurgerea unor trepte de 
temperatură, singura enzimă folosită în reacția PCR este o ADN 
polimerază ADN-dependentă termostabilă, cu funcţie de replicază 
(de obicei ADN polimeraza Taq, denumită şi Taq pol). 

Treptele de temperatură ale unei reacții PCR standard sunt: 

1. Denaturarea - Pentru ca o reacție PCR să se desfăşoare 
eficient este foarte important ca moleculele ADN matrițţă să fie 
denaturate inițial complet. Acest lucru poate fi realizat prin 
încălzirea amestecului de reacție 2 minute la 94-95*C. Pentru 
matrițe. bogate în GC se recomandă folosirea unor timpi de 
denaturare mái lungi. 

2.  Ataşarea primerilor — În marea majoritate a 
experimentelor temperatura de ataşare a primerilor trebuie 
determinată şi optimizată empiric, de obicei fiind între 50-56 °C. 
Dacă temperatura de ataşare este mult prea înaltă nu are loc 
ataşarea primerilor, iar dacă temperatura este prea scăzută, atunci 

creşte probabilitatea ataşărilor nespecifice, 

i 3. Polimerizarea propriu-zisă. În prezent în toate reacţiile 
de tip PCR se folosesc ADN polimeraze termostabile. Variantele 
naturale ale unor asemenea enzime au fost izolate din 
microorganismele termofile, care posedă echipamentele enzimatice 
cu temperaturi optime ridicate (mai mari de 70 *C) şi care sunt 
capabile să desfăşoare activitaţile specifice şi după treceri peste 
temperaturi extreme (100 °C). Taq pol este o astfel de ADN 
polimerază termostabilă izolată iniţial dintr-o tulpină de Thermus 
aquaticus (o bacterie termofilă izolată în izvoarele termale Yellow 
Spring din SUA) care polimerizează aproximativ 60 baze per 
secundă la 72 °C. În fiecare ciclu, o perioadă de polimerizarede 45 
secunde este suficientă pentru amplificarea unor fragmente de până 
la lkbp. 

Tehnica se practică în aparate automate, programându-se 
numărul de cicluri şi parametrii fiecărei etape în parte. Într-o 
reacție PCR obişnuită, mai puţin de 10 molecule de matriţă pot fi 
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amplificate în mai puțin de 40 de cicluri, obținându-se un produs 
(amplicon) detectabil în electroforeză în gel de agaroză. 

Marele avantaj al tehnicilor PCR îl reprezintă faptul că 
„permite obținerea unei cantități mari dintr-o anumită secvență 
ADN, fără a necesita clonarea acesteia în prealabil într-o moleculă 
de tip vector. Pe de altă parte, tehnologia PCR a revoluţionat şi 
implicarea geneticii moleculare în domenii în care se apelează la 
cantităţi foarte mici de ADN, şi anume: 

e diagnosticul unor boli monogenice, precum şi dtectarea 
de noi tipuri de mutații în gene importante în anumite boli 

e diagnosticul unor infecții umane: permite detectarea 
particulelor infecțioase bacteriene: şi virale chiar aflate într-o 
proporţie mică | 

e studii de taxonomie și siloz moleculară 

° studii privind biologia populatiilor: tehnologia PCR 
permite secventierea rapidá a unor molecule de ADN de la foarte 
mulţi indivizi, fără a necesita în prealabil clonarea acestora 


° studii de antropologie: `tehnica PCR permite 
recuperarea si analiza unor secvente ADN din fosile 
e medicina legală: cu ajutorul reacțiilor PCR pot fi în 


prezent analizate la nivel molecular o serie întreagă de probe 


biologice, fapt ce permite trierea suspecţilor şi identificarea celui 
vinovat. 


2.5. Investigatii imunologice 


Cercetarea imunologică este considerată ca fiind una dintre 
cele mai de vârf din domeniul biologic şi medical, de aceea este Sl 
foarte costisitoare. 

Toate tehnicile utilizate in laboratorul imunologic caută să 
investigheze relaţia dintre antigen (Ag) şi reactivitatea imună, fie 
ea sub formă de reacţie B (anticorpi, Ac) sau T (teste de “imunitate 
celulară). 

Un anticorp se combină cu antigenul specific formând un 
complex  antigen-anticorp (complex imun) care blochează 
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antigenul şi totodată inițiază procese care distrug agentul patogen 
(fagocitoza, activarea complementului). 

Metodele cele mai utilizate în analiza imunochimică se 
bazează pe reacția Ag-Ac, utilizând procedee care rezultă din 
imbinarea tehnicilor fizico-chimice cu cele imunologice, primele 
conferind analizei precizie şi acuratețe, iar ultimele, sensibilitate şi 
specificitate. 

Radioimunoanaliza (RIA) 

Determinările radioimunologice se bazează pe competiţia 
dintre substanţa de determinat şi o substanță marcată cu un izotop 
radioactiv pentru locurile de legare ale Ac. RIA este o tehnică 
obiectivă, de mare sensibilitate, în mare parte automatizată, dar din 
cauza folosirii radioizotopilor nocivi este supusă unei legislații 
"restrictive. Aparatura costisitoare, reactivii scumpi şi cu durată de 
viață scurtă, personalul cu calificare specială, limitează folosirea 
radioimunoanalizei în laboratorul clinic. | 

Metoda ELISA (enzyme-linked-immunosorbent assay) 

| Acest sistem de analiză constă dintr-o suită de reacţii: 
1) reactantul (Ag sau Ac) este imobilizat pe un suport solid (plăci 
de plastic cu godeuri) 
2) Ac sau Ag din proba de testat se leagă specific de reactantul 
imobilizat 
3) reactantul marcat enzimatic reacționează cu complexul reactant 
imobilizat — Ag (sau Ac) din probă. 
4) vizualizarea reacției dintre reactantul enzimatic şi complexul 
Ag-Ac initial se realizează prin adăugarea unui substrat 
corespunzător enzimei utilizate. Se obține un compus colorat care 
poate fi detectat fie vizual, fie cu ajutorul unui spectroforometru, la 
o anumită lungime de undă. 

În laboratoarele clinice, tehnica ELISA se poate folosi 
pentru- evidențierea anticorpilor sau antigenelor din boli 
infecțioase, boli autoimune, boli neoplazice, endocrinologice, atât 
pentru diagnostic cât şi pentru monitorizare. 
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3. PROTEINE PLASMATICE 


| 
| 


Proteinele plasmatice reprezinta peste 75% din reziduul 
uscat al plasmei (7 g proteine din 9 g de reziduu uscat). 
Structura: 
Proteinele pot fi: a) simple- atata doar din aminoacizi 
b) conjugate- alcatuite din aminoacizi si grupari 
prostetice | 
Majoritatea proteinelor plasmatice sunt sintetizate in ficat 
de hepatocite si apoi sunt excretate in lichidul extracelular. 
Functiile proteinelor plasmatice: 
- transport ( albumina, globulina) - 
- coagulare si fibrinoliza 
- mentinerea presiunii coloid-osmotice a plasmei (albumina) 
- apararea organismului ( imunoglobulinele,. proteinele de 
faza acuta) 
- mentinerea echilibrului acido-bazic 
- inhibitori ai unor proteaze ( al-antitripsina) 
= rezerva de proteine in procesele de crestere si reparare a 
tesuturilor 


Metabolizare 


Proteinele se pot degrada in sistemul reticulo-endotelial, 
aminoacizii fiind reutilizati. Proteinele cu masa moleculara mica 
sunt filtrate glomerular, reabsorbite si catabolizate. O cantitate 
mica de proteine poate trece in lumenul intestinal, sunt ligerale Si 
aminoacizii rezultati sunt reabsorbiti. 
Dozarea proteinelor plasmatice 

Se pot determina cantitativ sub forma de proteine totale sau 
proteine specifice. In laboratorul clinic proteinele se determina 
prin electroforeza, dar pentru ca aceasta metoda nu ofera o imagine 
foarte clara pentru diagnostic, se prefera din ce in ce mai mult 
metodele de dozari imunologice. Prin electroforeza se separa 5 
fracțiuni: albumina, al, a2, B si y-globulinele. 
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Cele 5 fractiuni sunt constituite la randul lor din mai multe 


- fractiuni: 


al- globulinele 
- al antitripsina 
- al glicoproteina acida 
„= al fetoprotein 
-  apolipoproteina A 
02 — globulinele 
- ceruloplasmina 
- haptoglobina 
- a2 macroglobulina 
B globul ci proteina C reactiva (CRP) 
- transferina 
- fractiunea C3 a complementului 
Fibrinogenul 
Y globulinele — imunoglobulinele A, D, E, G, M 
Intre B si y globuline, la electroforeza proteinelor 
plasmatice apare fibrinogenul. 
Fibrinogenul este un hexamer alcatuit din trei tipuri de lanturi 
(AaBBy)» legate intre ele prin punti disulfurice. Este sintetizat de 
ficat, eliberat in sange si intervine in coagularea sangelui: sub 
actiunea trombinei este transformat in fibrina, in ochiurile careia se 
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vor depune trombocite pentru formarea cheagului de sange. 
Concentratia plasmatica a fibrinogenului este 200-400 mg/dl. 
Proteinemia normala este 6-8 g/ dL ser, dar nu mai este o 
determinare uzuala deoarece in multe cazuri modificarea unei 
fractiuni electroforetice poate masca modificarea unei alte fractiuni 
electroforetice (cresterea y Elia ră „poate masca scaderea 
albuminei). 
Patologie | 
Hiperproteinemii. Pot fi false! hiperproteinemii aparute datorita 
deshidratarii sau pot fi reale pe seama cresterii unei fractiuni, in 
special a y globulinelor. 
Hipoproteinemii. Apar prin sinteza hepatica deficitara, aport 
alimentar scazut (malnutritie, malabsorbtie) sau prin cresterea 
eliminarilor (afectare renala, arsuri) 


Proteine specifice 


Albumina este : i 
- o proteina ce se gaseste in concentratia cea mai mare (38- 
48 g/dL). 


- constituita dintr-un singur lant pipesin fara continut 
glucidic si puternic electronegativa la pH fiziologic 

- este sintetizata in ficat (aproximativ 20 g pe zi) si 
indeplineste mai multe roluri. 


- mentinerea presiunii coloid osmotice in proportie de 80% a 
plasmei 
- leaga si transporta o serie de compusi: ionii metalelor grele, 
acizii grasi, hormoni, bilirubina, medicamente 
- . de rezerva de aminoacizi pentru tesuturile periferice, 
= rol de sistem tampon, efect reglator in activarea 
— plasminogenului, putand influenta astfel viteza fibrinolizei. 
- are actiune antioxidanta, iar studiile recente au aratat ca are 
abilitatea de a sechestra ionii de Cu (ID prevenind . 
generarea de specii reactive de oxigen. 
Patologie 
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„ Hiperalbuminemii. Sunt destul de rar intalnite si de obicei apar in 

sindroame de deshidratare sau dupa regenerare hepatica. i 
Hipoalbuminemii. Acestea pot fi fiziologice: in sarcina cand se 
produce hemodilutie, repaus la pat prelungit si patologice: 
malnutriție, malabsorbtie, sindrom nefrotic, gastroenetropatii 
exudative, arsuri, boli hepatice, hiperhidratare, analbuminemie, 
traumatisme, infectii severe, inflamatii. | 


a-globulinele 
os-antitripsina (AAT) 
e Este o proteina de faza acută 
e -Inhibă un spectru larg de proteinaze serice, dar acționează 
în mod specific asupra elastazei neutrofilelor. Aceasta este 
eliberată din leucocite pentru a lupta împotriva unei 
infecții, dar poate ataca şi țesuturi normale (în special 
plămânii) dacă nu este controlată de către alfa-l 
antitripsină. | | 
e Valorile plasmatice normale se încadrează între 100- 
200mg/dl 
e Diversele variante au fost clasificate în trei mari categorii: 
normală (caracterizată prin nivelele plasmatice ale AAT 
din cadrul populaţiei generale de referinţă), deficitară 
(caracterizată prin nivele AAT scăzute, dar detectabile de 
AAT în plasmă, ascoiate cu un risc crescut de dezvoltare a 
cancerelor pulmonare sau hepatice) si nuel (în care nu 
există nivele AAT detectabile, condiţie asociată cu un risc 
cresct de dezvoltare a emfizemului). 
Patologie 
Mutaţiile genei SERPINAI pot duce la o scădere 
(deficiență) a al- antitripsinei sau o formă anormală a proteinei 
care nu poate controla elastaza neutrofilelor. În lipsa unei cantităţi 
adecvate de alfa-l antitripsină, această elastază distruge alveolele 
şi cauzează boli pulmonare. De asemenea, alfa-l antitripsina se 
poate acumula în ficat şi poate leza acest organ. 
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„Deficiența de alfa-l antitripsină (al ATD, AATD), cauzată 
de homozigozitatea alelei responsabilă de deficiență, PI*Z, se 
caracterizează prin boală pulmonară  obstructivă cronică 
(COPD,BPOC) în cazul adulţilor şi prin boală hepatică, apărută la 
copii şi adulți. BPOC, mai exact emfizemul, este cea mai întâlnită 
manifestare a AATD. Fumatul este principalul factor de risc, 
influențând prognosticul BPOC. Debutul afecțiunii respiratorii la 
fumătorii cu AATD are loc între 40 şi 50 de ani; la nefumători, 
debutul poate întarzia până în decada a şasea. Nefumătorii au de 
regulă o durată de viață normală. Desi au fost raportate câteva 
cazuri, emfizemul în cazul copiilor cu AATD apare extreme de rar. 
Boala hepatică asociată AATD, întâlnită doar în cazul unui număr 
mic din copiii afectaţi, se manifestă ca icter mechanic şi nivele 
crescute ale transaminazelor serice în primele zile şi luni de viaţă. 
Incidenţa bolii hepatice creşte odată cu vârsta; în cazul adulţilor se 
manifestă ca fibroză şi ciroză, dar nu se asociază neapărat cu un 
istoric de boală hepatică neonatală. Carcinomul hepatocelular 
(HCC) a fost de asemenea raportat. Forma clinică de boală se 
întâlneşte foarte rar în cazul heterozigoţilor, cu excepţia câtorva 
fumători. 


cu-glicoproteina acidă (AGP) 
e Numită şi orosomucoid, este o proteină de fază acută 
e Conținutul de carbohidrați reprezintă 45% din greutatea sa 
moleculară 
e Se găseşte în plasmă în concentrație de Img/ml 
Funcţii 
e Studiile in vitro au demonstrat că efectele AGP asupra 
neutrofilelor includ reducerea capacităţii  fagocitare, 
precum şi inhibarea producţiei şi migrării de anion 
_superoxid | 
e De asemenea, creşte abilitatea macrofagelor de a inhiba 
efectele proliferative ale interleukinei-l (IL-1) asupra 
timocitelor murine, reduce agregarea plachetară şi 
împiedică răspunsul proliferativ limfocitar stimulat anti- 
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„CD3 (studiile in vitro au indicat faptul că lanţurile 


terminale glucidice ale AGP sunt implicate în modularea 
răspunsului leucocitar) 

Câteva studii au indicat că este implicată în modularea 
răspunsului inflamator şi imun, însă mecanismele exacte 
prin care AGP poate modula funcţia leucocitelor şi a altor 
tipuri de celule asociate inflamaţiei sunt necunoscute în 
acest moment 


Patologie 


Concentrația sa în plasmă creşte de câteva ori în timpul 
unui răspuns de fază acută, drept răspuns sistemic la un 
stimul inflamator local 

De asemenea, patternul său de glicozilare poate fi alterat în 
câteva situații pato-fiziologice (de exemplu, AGP este mai 
puţin glicozilată în timpul unei inflamații acute, în timp ce 
este frecvent înalt glicozilată si fucozilată în cazul 
pacienților cu boli inflamatorii cronice cum ar fi artrita 
reumatoidă) 


a-fetoproteina (AFP) lina 
e Este clasifcată drept membru al unei familii de gene 


albuminoide, alcătuită până în prezent din patru membri: 
albumina (ALB), proteina de legare a vitaminei D (DBP), 
AFP, şi alpha-ALB (ALB), numită afamină la oameni 

Este produsă iniţial de sacul vitelin şi ulterior de către 
ficatul fetal 

Rolurile sale nu au fost complet elucidate; se crede că este 
implicată în dezvoltarea embrionară şi fetală 

A fost sugerat că AFP poate modula răspunsul fetal la 
estrogen  (estradiolul poate induce o modificare 
conformațională în AFP, expunând un epitop responsabil 
pentru inhibarea creşterii care suprimă creşterea indusă de 
estrogeni şi posibil alte procese dependente de estrogeni). 
Traversează placenta şi intră în circulația maternă 
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. Este capabilă să inducă apoptoza în celulele tumorale prin 
activarea caspazei 3 
e Este cunoscută pentru reglarea şi facilitarea intrării acizilor 
graşi (în special AA şi DHA) în celulele aflate în procese ` 
de creştere şi diferențiere 
Patologie 

Fătul excretă AFP în lichidul amniotic; apoi ekia este 
reingerat şi în cele din urmă degradat de ficatul fetal. 

În cazul apariției unor malformații care interferă cu 
integritatea barierelor naturale dintre făt şi fluidul amniotic 
(defecte de tub neural, gastroschizis, unele defecte renale, 
omfalocel), transferul substanțelor fetale în lichidul amniotic este 
crescut, iar nivelele serice ale AFP sunt deasemenea crescute. 

Studiile au demonstrat şi existența unei relații între nivelul 
seric al AFP-ului şi hipotiroidismul congenital (CH), care a dus în 
paralel la o corelaţie între nivelele crescute de AFP. şi nivele 
crescute de hormon tireostimulant (ISH)/nivel scăzut de T4 
postnatal. 

În cazul unor aberaţii cromozomiale, nivelele serice ale 
AFP sunt scăzute, din motive neclare. Această situaţie se corelează 
cu sindromul Down. 

Din această cauză, testara serului matern pentru AFP este o 
investigaţie inclusă în testele prenatale de rutină. Nivelele crescute 
mai mult de 2 ori sau mai scăzute de jumătate ale AFP necesită 
efectuarea unor teste adiționale care să excludă aberaţiile 
menţionate anterior. 

Spre exemplu, procedura de screening pentru defecte de tub 
neural identifică o subpopulaţie distinctă de femei care dezvoltă în 
timpul sarcinii diabet insulino-dependent, iar concentrațiile AFP 
din serul lor sunt mai mici cu 20% față de alte femei de aceeaşi 
vârstă. 


azglobuline 
Ceruloplasmina (Cp) 
e este o proteină de fază acută 
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-e este sintetizată în ficat şi conţine 6 atomi de cupru în 
) structura sa i 
e transporta 95% din cuprul plasmatic | 
e este o feroxidază care acţionează asupra fierului toxic, 
~ transformându-l în forma non-toxică 
e Constituie un antioxidant eficient datorită abilității sale de 
a oxida fierul feros foarte toxic la forma sa relativ non- 
toxică, împiedicând astfel stressul oxidativ asupra 
= proteinelor, lipidelor şi a ADN-ului 
e  Protejează celulele neurale de stressul oxidativ. Funcţia 
antioxidantă a ceruloplasminei pare că este deosebit de 
importantă în cazul leziunilor SNC, precum ischemie sau 
traumă mecanică, atunci când cresc mult nivelele de fier 
liber şi radicalii liberi de oxigen, printre care H202. 
Patologie 
Cresterea  ceruloplasminei poate indica: Sarcină, limfom, 
inflamație acută sau cronică, artrită reumatoidă, angină, boală 
Alzheimer (ceruloplasmina fiind scăzută în cortex), schizofrenie, 
boală obsesiv-compulsivă, leziuni ale nervului optic. 
Scaderea ceruloplasminei poate indica: Deficit de cupru, boli 
hepatice, boli genetice, precum boala Menkes (foarte rară), boala 
Wilson (o afectare foarte rară a posibilității de depozitare. a 
cuprului) şi aceruloplasminemie. 


Haptoglobina (Hp) 


e este o o»-sialoglicoproteină de fază acută caracterizată prin 
heterogenicitate moleculară 


Funcţii 
e Cea mai importantă este preluarea hemoglobinei pentru a 


preveni pierderile de fier şi stressul oxidativ consecutiv 
generat de fierul liber în sistemul vascular renal 
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e  Prevenţia leziunilor celulare prin epurarea radicalilor liberi, 
precum radicalul hidroxil 
e Împreună cu hemoglobina, alcătuirea unui complex care 
inhibă efectul vasodilatator al oxidului nitric şi oferă o 
apărare nespecifică in infecțiile bacteriene, din moment ce 
fierul liber este necesar pentru creşterea bacteriană 
Patologie | 
O scădere a nivelului seric al haptoglobinei poate fi cauzată de: 


e  Mutaţii ale propriei gene şi/sau ale regiunilor sale 
reglatoare (stare patologică numită ahaptoglobinemie şi 
hipohaptoglobinemie). Această modificare ar putea fi 
asociatăă cu nefropatia; diabetică, incidența boli 
coronariene în diabetul de tip L boala Crohn, 

e Anemia hemolitică (sistemul  reticulo-endotelial 
îndepărtează complexul haqa bia asmpalobips din. 
corp) N 


a —macroglobulina (A2M) 
e este o glicoproteină întâlnită în concentraţii crescute în ser 
şi lichidul cefalo-rahidian 
este una din proteinele de fază acută 
este un inhibitor natural al câtorva proteaze serice, precum 
catepsina, chemotripsina, colagenaza, elastaza, 
kalikreinele, plasmina, factorul Xa, trombina şi tripsina, pe 
care le inhibă prin formarea de complexe ireversibile. 
e Studii recente au demonstrat că A2M este implicata în 
patologia bolii Alzheimer 
e Funcționează drept un factor major anti-apoptotic pentru 
celulele musculare netede. | 
Patologie 
Nivelele plasmatice ale A2M sunt: 
e reduse în cazul pacienţilor cu sindrom de răspuns sistemic 
inflamator 
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e crescut în cazul pacienţilor cu sindrom nefrotic, boli de 
colagen şi ciroză. 


B -globuline 
Transferina 
„e numita si siderofilina este o glicoproteina sintetizata in ficat 
e este o proteina negativa de faza acuta 
Funcţii: 
° transporta fierul de la nivel intestinal la nivel hepatic, 
= splenic, muscular si mai ales la nivelul maduvei 
hematoformatoare | 
e ` leaga fierul liber din circulatie 
e exercita un puternic efect bacteriostatic 
Patologie 
Concentratia transferinei creste in deficitul de fier, in sarcina si in 
tratamentele cu estrogeni. 
Valori scazute apar in talasemie, anemie falciforma, hepatite 
cronice, ciroza 


D2-microglobulina (B2M) 
e este o proteină de dimensiuni mici care se găseşte pe 
suprafaţa multor celule, în special pe suprafaţa leucocitelor 
Patologie 
O producție crescută sau o distrugere accentuată a 
leucocitelor duce la creşterea nivelelor sangvine de f2- 
microglobulină, spre exemplu în anumite tipuri de cancer: 
e  Leucemie limfocitară cronică, nefropatia glomerulară, 
mielom multiplu 
e Nivelele de B2-microglobulină cresc şi în cazul unor 
infecții cu unele virusuri, printre care citomegalovirus şi 
virusul imunodeficienței umane (HIV). 
C reactive protein (CRP) 
e Este o proteina de faza acuta sintetizata de ficat 
e este cel mai sensibil marker de faza acuta (superior VSH) 
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e numele sau provine de la proprietatea serului bolnavilor cu 
afectiuni inflamatorii acute de a precipita — 4 C 
din extractele pneumococice 

e valorile CRP cresc -de pana la 2000 de ori vaa 
normala in cazul unei inflamatii. 

Funcții: 

e prin legarea de membrana celulara lezata formeaza un 

complex care activeaza sistemul complement, ducand la 
_ opsonizare, fagocitoza si citoliza 

e recunoaste si indeparteaza toxinele endogene eliberate din 

„tesuturile lezate i 
Paiolo a 

Nivelele de CRP cresc in inflamatii acute si cronice, 
infectii bacteriene, traumatisme severe, “interventii chirurgicale, 
proliferari neoplazice, infarct miocardic acut, boala Crohn, 
poliartrita reumatoida, colita ulceroasa 
Factorul C3 

e este un component central al sistemului complement 

° este sintetizat de macrofagele activate 

e este un indicator important al riscului pentru infarctul 
miocardicn 


e este o proteina care se activeaza in cazul bolii Alzheimer 


y-globulinele 
Imunoglobulinele denumite şi anticorpi reprezintă proteine 
complexe sintetizate de plasmocite (limfocite B transformate in 
prezenta antigenului). Se estimeaza ca limfocitele au capacitatea 
de a sintetiza in organism aproximativ 10" tipuri de anticorpi, 
deoarece dispun de mai putin de 400 de gene, situate pe 3 
cromozomi (2, 14, 22).Ele pot lega antigenii, care sunt proteine 
straine organismului, “non-self” si de aceea prezinta o importanta 
majora in apararea organismului impotriva diferitilor patogeni, 
cum ar fi virusurile, bacteriile sau parazitii. 

Fiecare imunoglobulina este compusa din cate doua lanturi 
grele (H) si doua usoare (L) legate prin punti disulfurice. La 
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capetele N-terminale ale lanturilor grele si usoare se afla domenii 
variabile ce leaga antigenul. Exista cinci clase de imunoglobuline: 
IgM, IgG, IgD, IgA, si IgE definite conform secventei de 
aminoacizi din regiunea constanta a lantului H (u, y, o, a si g). In 
functie de regiunea constantei din lantul L se defineste ca fiind de 
tp k sau A. Lanturile sunt glicoproteine ce contin carbohidrati in 
proportie de 3-13% in functie de tipul de anticorpi. 

IgG 

- reprezinta 75% din Ig serice la adult, prezinta un timp de 
injumatatire de 22 zile. 

- Are 4 subclase: IgG,, IgG2, IgGs, IgG4, ce apar in functie 
de varsta, sex si factori genetici. Spre exemplu IgG serice 
-Ja adult este in proportie de 60-70% de tip IgG. Apare in 
raspunsul imun secundar. 

Roluri: - activeaza sistemul complement 

- blocarea antigenelor, opsonizare 

- functie antitoxica si antivirala 

- traverseaza activ placenta, oferind imunitate umorala 
fatului si apoi nou-nascutului. 

IgM 

- reprezinta 7% din totalul imunoglobulinelor circulante si au 
structura pentametrica avand astfel 10 situsuri de legare 
pentru antigen, iar timpul de injumatatire este cuprins intre 
5-6 zile. 

- apar in raspunsul imun primar; astfel o crestere a IgM în 
ser indica o infectie recenta. 

„= Roluri: 

Sey activeaza sistemul complement (cele mai active Ig) si 
mediaza liza celulara. 

s nu trec bariera placentara, insa sunt primele Ig 
sintetizate de fat in conditiile unei stimuari antigenice 
“specifice (de exemplu aglutinele izogrup sangvin AB0). 

Ig A 

- sunt 13% din imunoglobulinele serice si au structura 

dimerica. | 
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- Prezinta doua subclase: IgA; si IgA) si se gasesc in 
secretiile nazale, bronsice, intestinale, saliva, , colostru, 
laptele matern, avand ca timp de injumatatire 6 zile. 

- Roluri: - asigura imunitatea locala fata de agentii ce au 
poarta de intrare instestinala, respiratorie si cutanata, la nou 
nascut asigura protectia mucoasei gastrointestinale 

- cresc in efort fizic, ciroza biliara primara, infectii subacute 
si cronice . | 
IgD 

- reprezinta doar 1% din totalul de Ig. 

- sunt atasate la suprafata membranelor limfocitelor B drept 
receptor pentru antigene 

- cresc in infectii cronice si mieloame IgD. 

leE. (reagine) 
se gasesc in cantitati mici in circulatie (sub 1 mg/dL), ar 
timpul de injumatatire este de 2 zile 

- nu sunt implicate in functia de aparare a organismului, dar 
mediaza reactia de hipersensibilitate de tip I (imediata sau 
anafilactica).În momentul cand a patruns alergenul, 
plasmocitele din mucoasa vor sintetiza IgE; acestea, prin 
situsurile de legare de receptorii celulei se leaga de 
suprafata mastocitelor, sensibilizandu-le. La persoanele cu 
atopie sinteza de IgE este extrem de crescuta ele legandu- 
se, pe langa mastocite, si de bazofilele circulante. La cel 
de-al doilea contact cu alergenul, se vor elibera amine 
vasoactive (histamina si serotonina), . derivati lipidici 
responsabili de raspunsul inflamator (prostaglandine, 
leucotriene), citokine (de expl. IL-1,2,3,4,5, 6), enzime 
proteolitice, care vor avea ca efect: vasodilatatie, 
bronhoconstrictie, cresterea permeabilitatii capilare cu 
aparitia fenomenelor alergice. | 

- . Cresteri ale IgE seric apar la persoanele atopice, mai ales la 

copii sub 2 ani, dar si in infestari cu paraziti, in boli 
autoimune, in aspergiloza pulmonara etc. 
Patologie 
Hipogamaglobulinemia 
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- este fiziologică la copilul până la un an datorită înlocuirii 
imunoglobulinelor IgG materne cu IgG ale copilului. Se 
înregistrează de asemenea şi scăderea IgA şi IgM. 

-  Hipogamaglobulinemia tranzitorie poate apare la copiii 
prematuri sau cei cu sinteză întârziată. | 

- Hipogamaglobulinemia poate fi împărțită în imunodeficite 
primare în care predomină tulburări ale producției de 
anticorpi sau în care predomină tulburări ale imunitații 
celulare (exemplu HIV 1 şi 2). 

-  Agamaglobulinemii apar datorită unui defect de maturare a 
celulelor pro-B în celule B; se manifestă prin infecții 
recurente, piogene, ce apar încă din copilarie. 

-- Defiċit selectiv al claselor de imunoglobuline apare datorită 
absenței sau scăderii marcante a unei clase de 
imunoglobuline; se manifestă prin infecţii piogene severe 
(septicemii, pneumonii, otite), o serie de boli autoimune 
(LES, poliartrită reumatoidă, anemie hemolitică), apariția 
unor anticorpi antilgA etc. 

-  Imunodeficitul variabil comun apare atât la barbaţi cât şi la 
femei indiferent de vârstă. Se asociază cu o mare incidență 
a anemiei hemolitice, infecțiilor pulmonare, tulburărilor 
digestive etc. 

Hipergamaglobulinemia 

Monoclonală (paraproteinemiile): proteinele monoclonale sunt 
imunoglobuline cu structură identică ce apar ca urmare a 
proliferării unei singure clone de limfocite B; la electroforeză apar 
„sub forma unei benzi înguste şi compacte. 

Cauze: | 

- maligne: mielom: multiplu, limfoame, macroglobulinemia 
Waldenstrom, boala lanturilor grele 

- benigne? paraproteinemia benignă  (asimptomatică), 
crioglobulinemia, amiloidoza 

Policlonală (difuză): 

- - Apare la electroforeză sub forma unei benzi late, difuze 

- Se întâlneşte in boli autoimune, infecții bacteriene cronice 
etc. 
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Parte experimentala 


1) Dozarea proteinelor plasmatice prin metoda coloriinetrică 
bazată pe reacția biuretului 


În soluţie alcalină grupările peptidice ale proteinelor 
plasmatice complexează ionii cuprici din reactivul biuret, dând 
naştewre unui compus colorat; intensitatea coloraţiei fiind 
proporțională cu cantitatea de proteine. 

a) Reactivi necesari: Reactiv Biuret, soluție de NaOH 10%, 
soluție standard (7g/dl), s ser nehemolizat 


b) MoS de lucru: 


În 3 eprubete se pipetează reactivii mN tabelului: 


Proba (mL) | Standard (mL) | Blank (mL) 


Apă distilată pn pf ANE s= 1 
Se lasă 20 min în aşteptare după care se fa citirile la 1=546 nm. 


c) Calcul: 


Ep. 
g — O a ser= p;x7 
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4. ENZIME PLASMATICE 


Enzimele sunt proteine cu rol de biocatalizatori pentru 
anumite reactii. Sunt sintetizate si functioneaza in special in spatiul 
intracelular, de aceea se gasesc in cantitati foarte mici in circulatie. 
Cele care functioneaza in spatiul extracelular sunt de obicei 
secretate sub forma de proenzima (ex. cele implicate in coagulare). 

Investigarea enzimelor se face prin determinarea activitatii 
catalitice a acestora, iar exprimarea se face in unitati internationale 
de activitate enzimatica (cantitatea de enzima care transforma un 
micromol de substrat per minut). 

Dozarea activitatii lor poate da informatii despre: 
- existenta unei leziuni si extinderea ei 
- identificarea tesutului lezat 
- dinamica activitatii enzimelor in evolutia bolii 
O serie de factori influenteaza activitatea enzimelor in ser. Unii 
dintre acestia influenteaza patrunderea enzimelor in circulatie 
(Starea de sanatate a tesutului, factori genetici, localizarea 
“intracelulara a enzimei, marimea moleculei, eyc.), iar altii 
clearence-ul enzimelor (celulele SRE, rinichiul, etc.) 


AMILAZA 


- catalizează hidroliza amidonul prin ruperea legăturilor 1,4 
glicozidice, formând maltoză, dextrine, glucoză 
- are doua izoenzime: 
o  pancreatică (izoenzima P) - reprezintă 40% din 
activitatea amilazei serice totale 
o salivara (izoenzima Š) - reprezintă 60% din 
activitatea amilazei serice totale. 
- “clearance renal 
- valorile crescute apar în pancreatita acută, carcinom 
pancreatic, boli acute abdominale (ulcer peptic perforat, 
ocluzie intestinală, infarct mezenteric, sarcină ectopică 
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ruptă, colecistită acută etc), boli ale glandelor salivare 
(oreion, calculi), disfuncția glomerulară, etc. 

o activitate scăzută a amilazei serice se înregistrează la 
sugari (fiind fiziologică) 


i | 


hidrolizează esteri ai olicerolului î în prezee colipazei şi a 
sărurilor biliare. 

este localizata preponderent în pancreas si are clearance 
urinar 

valorile serice crescute ajută la diagnosticul retrospectiv al 
pancreatitei acute pentru că enzima are T1⁄2 mult mai mare 
decát al amilazei serice. 


FOSFATAZA ACIDĂ 


esterază, care in vitro, hidrolizează esteri organici ai 
acidului fosforic, la pH=5 (denumirea derivă de la această 
proprietate) 

se găseste în concentrații mari în prostată, în lichidul 
seminal si în concentrații scăzute în eritrocit, trombocite, 
os, ficat, splină 

în condiții fiziologice, în sânge, ajung cantități foarte mici 
de enzimă 

valori crescute se înregistrează în hipertrofia benignă de 
prostată, metastaza osoasa, cancerul de prostată (dar 
diagnosticul este tardiv) . 

izoenzimele fosfatazei acide, altele decât fosfataza acidă 
prostatică, au valori crescute în boala Paget, lipidoze, 
trombocitemie, dar nu au valoare diagnostică pentru aceste 
afecțiuni. 
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FOSFATAZA ALCALINĂ 


enzimă nefuncțională al carei rol fiziologic şi substratul 
sunt necunoscute, dar in vitro, hidrolizează esteri organici 
ai acidului fosforic, la pH=10 

se găseste în osteoblaste, ficat, placentă, intestin 

clearance hepatic 

cresteri fiziologice apar la nou născuţii prematuri, în 
copilărie, în sarcină, în trimestrul III si după 60 ani 
activitate crescută se înregistrează în 

colestaza datorita obstrucţiei biliare care are două cauze 
. majore: calculul de coledoc şi cancerul de cap de pancreas 
ciroza, carcinom hepatocelular 

boala Paget, deficit de vitamina D, hiperparatiroidism 

ulcer gastric sau duodenal, infarct intestinal 

ascadei ale activitatii apar in deficit genetic de fosfataza 
alcalina 


TRANSAMINAZELE 


sunt enzime ce catalizeaza transformarea aminoacizilor in 
a-cetoacizii corespunzatori. 
“au drept coenzima piridoxal-S-fosfatul, un derivat al 
vitaminei B6. | 
exista doua transaminaze: Glutamat-piruvat transaminaza 
(GPT) numita si alanin aminotransferaza (ALAT) si 
Glutamat-oxaloaceta transaminaza (GOT) numita si 
aspartat aminotransferaza (ASAT) 

GOT 


Pr 
Azp + a-catoglutarat  st—————— oxaloacetat + Glu 


GPT 
Ala <a-catozitarat —&—— piruvat“ Glu 
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ALAT 
- se gaseste in citoplasma celulelor din ficat (in concentratie 
mare), miocard, musculatura striata, rinichi (in concentratie” 
mai mica) | | 
-  T1/2 este de 47h 
- este considerata ca avand specificitate mare in ficat 
- valori normale : barbati 6-21U.l./L, femei 4-17 U.I./L 
ASAT | 
= se gaseste atat in citoplasma, cat si in mitocondria celulelor 
din ficat (in concentratie mica), miocard(in concentratie 
mai mare), musculatura striata, sistem nervos, pancreas, 
hematii, plamani 
- Tl/Zestedel?h 
- este considerata ca avand specificitate mare in miocard 
- apar cresteri fiziologice la nou-nascuti si copii 
- in leziunile severe apare in ser izoenzima mitocondriala, iar 
in cele usoare cea citoplasmatica 
- valori normale : barbati 27-47U.L./L, femei 22-37 U.L./L 
- activitatea GOT este mai mare decât activitatea GPT în 
toate organele în care sunt localizate transaminazele, cu 
excepţia ficatului 
a ale activitatii transaminazelor apar in necroza hepatica 
(hepatita virala acuta si toxica), distrugeri musculare majore, 
postoperator, colestaza (intra- sau extrahepatica), pancreatita acută, 
anemie hemolitică, infarct cerebral, obezitate (fără creşterea GOT), 
preeclampsie severă (cu creşterea GOT), leucemie limfatică acută 
rapid progresivă (cu creşterea GOT) 

Raportul De Ritis (RDR) reprezintă raportul între 
activitatea serică a ASAT şi activitatea serică a ALAT; are valori 
cuprinse între 0, 7-1,4 (în funcție de metoda de dozare a activității 
enzimatice). 

Importanta diagnostica: un raport ASAT:ALAT mai mare 
de 2:1 semnifica afectiuni ale ficatului datorate unui consum 
excesiv de alcool sau hepatita virala, in afectiuni acute sau virale 
ale ficatului si in steatoza valoarea rapotului este mai mica sau 
egala cu 1, iar in boala Wilson raportul ajunge la 4:3. Valoarea 
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RDR nu ste intotdeuna suficienta pentru punerea unui diagnostic 
corect, in unele situatii fiind necesara dozarea activitatii altor 
enzime serice | 

Rezultate fals crescute ale activității transaminazelor serice 
pot apare în hemoliza in vitro, praf cu calciu în aerul din laborator, 
tratament cu opioide, eritromicina, etc 

Rezultate fals scăzute ale activității transaminazelor serice 
pot apare în cetoacidoza diabetică, beri beri, afecțiuni hepatice 
severe, uremie | 


LACTAT DEHIDROGENAZA 


- “este o enzimă citoplasmatică participantă la glicoliza 
anaerobă; catalizează următoarea reacţie reversibilă: 


Da: ai 


Piruvat + NADH +H! —<———= Lactat + NAD! 


- are o structură cuaternară tetrameră alcătuită din 2 tipuri de 
monomeri H (Heart) şi M (muscle), prin combinarea în 
diferite proporții a acestor monomeri rezultănd 5 
izoenzime. 


LDH2 |LDH3 


Structura H3M |H2M2 |HM3 4 


M 
Caracterizarea izoenzimelor 


Izoenzima | Origine 


LDHI -inimă, hematii, 
rinichi (cortexul 
renal), sistem 
reticuloendotelial, 
sistem nervos 


Cauze ale 
creşterii 
activităţii serice 
-infarct 
miocardic acut 
-anemie 
hemolitică 
-anemie 
megaloblastică 


Proportie 


(ser) 


20-30% 
(medie 
29%) 
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-infarct renal 
cortical acut 
-nefrite 
-la fel ca LDHI ` 


-hematii, inimă, | 20-35% 
rinichi, SRE, | (medie 
plămâni, sistem | 38%) 

nervos, sig 
trombocite 
-plămâni, | 10-25% 
placentă, sistem | (medie20%) 
nervos, rinichi, 
limfocite, splină 


- embolism 
pulmonar 

- pneumonie în 
extindere 

- limfocitoză 
- leucemii acute 
- pancreatita 
acută 
-icancer 


-musculatura 


6-10% -necroză sau 
striată, ficat, | (medie 7%) | inflmaţie 
rinichi, pancreas, hepatică 
SN, placentă, -leziuni 
splină musculatură 
striată 
- sindrom 


nefrotic 
necroză 


-ficat, 5-10% 


musculatura (medie 6%) | inflmaţie 
striată, rinichi, | hepatică 
pancreas, splină -leziuni 
musculatură 
striată 
- sindrom 


nefrotic 
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 CREATINFOSFOKINAZA 


- sau creatinfosfokinaza (CPK) catalizează următoarea 
reacţie: 
£ CPK + ADP > creatina + ATP 
- are o structură dimerică cu două tipuri de lanțuri 
M(muscle) şi B(brain) 
- are trei izoenzime CK-MM (in musculatura striată), CK- 
MB (in special in miocard) şi CK-BB (in creier) 


Comparaţie între diferitele izoenzime ale CK (preluare dupa 


boi Localizare % ser | Cauze ale creşterii 
normal 


- musculatura | 95-100% - boli musculare 
striată (distrofii, miozite), 
- miocard traumatisme 
- infarct miocardic 
- tumori ale 
sistemului nervos 
central, encefalite 
- hipotiroidism 
- infarct cerebral, 
chirurgie pe SNC 
-infarct intestinal, 
cancer de prostată, 
testicular, ovarian, 
postpartum, 
insuficiență renală, 
stări anorexice, 
cancere digestive, 
prostatectomie 
- infarct miocardic, 
chirurgie cardiacă, 
miocardită 


- creier 
- tub digestiv, 
pancreas, uter, 

prostată, 
rinichi, plămâni 


- miocard 
- - musculatura 
striată, prostată, 
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- distrofii 
musculare, 
carcinom de 
prostată, cancer de . 


sân, tranchilizante, 
postpartum, 
miopatie alcoolică, 
polimiozită, arsuri 
termice/electrice 


Y-GLUTAMILTRAN SPEPTIDAZA 


este o enzimă degradativă a piei Anului. 

roluri: 

'o transferul restul de y-glutamil ge! pe mesa pe 
aminoacizi şi polypeptide 

o în sinteza de peptide 

o reglarea concentraţiei de glutation 

o transportul transmembranar al aminoacizilor 

este localizată în ficat, pancreas, rinichi, creier, intestine 
cauze ale creşterii: 

o afectiuni hepatice (hepatite, ciroze, colestaza, ficat 
alcoolic), pancreatita, obezitate, carcinom de 
prostată, cancer mamar, medicamente 

este utilizată pentru diagnosticul alcoolismului ocult în 
cazul lipsei de cooperare a pacientului (alcoolul induce 
sinteza ei, iar activitatea enzimatică serică revine la normal 
după 2-3 săptămâni de la oprirea consumui de alcool) 


ORNITINCARBAMILTRANSFERAZA (OCT) 


este implicată în ciclul ureogenetic 
este o enzimă organospecifică (localizată doar în ficat) 
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„"- creste in hepatopatii (hepatite, ciroze, metastaze hepatice). 
COLINESTERAZA SERICĂ 


- sunt două tipuri principale de  colinesteraze, 
acetilcolinesteraza şi pseudocolinesteraza 

-  acetilcolinesterza hidrolizeaza acetilcolina, se gaseste in 
special in terminatiile nervoase si eritrocite, nu apare in ser 

-  pseudocolinesteraza hidrolizează esterii colinei si segaseste 
in special in ficat 

- scade in boli hepatice si in ingestia de organofosforice 

- scaderi fiziologice apar in trimestrul III de sarcina si la 
copii in primele 6 luni 

- creşte în hepatită în peiipada de loic 


5. COMPUŞI GLUCIDICI 


Glicemia normala (65-110 mg/dl) este rezultatul 
homeostaziei hormonilor hipo- si hiperglicemianti. Parametrii 
utilizati in evaluarea metabolismului glucidic: i 

1. Glicemia a jeune 

Se dozeaza din sangele recoltat dimineata, pe nemanacate. 
Pentru a preveni glicoliza in sangele recoltat se recomanda 
folosirea ca anticoagulant a fluorurii de sodium. | 

Valori peste 120 mg/dl ridica suspiciunea unui diabet 
zaharat. Hiperglicemia tranzitorie poate apare postprandial sau 
dupa administrare de  catecolamine sau corticosteroizi. 
Hipoglicemia se insoteste de manifestari clinice severe pana la 
coma hipoglicemica; poate fi asociata unor tumori pancreatice 
hipersecretante de insulina sau consecutive administrarii unor 
medicamente hipoglicemiante. 

2. Testul de toleranta la glucoza 

Se dozeaza glicemia a jeune, apoi pacientului i se 
administreaza 75 g glucoza dizolvata in 300 ml apa si se dozeaza 
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glicemia din 30 in 30 minute timp de doua ore. Valori normale: 
glicemia a jeune si glicemia la doua ore sa fie <120 mg/dl, iar 
celelalte valori pe parcursul testului sa nu depaseasca 200 
mg/dl.Modificari ale acestor valori indica existenta unei 
intolerante la glucoza sau a diabetului zaharat. 

3. Hemoglobina glicozilata 

Glucidele pot reactiona cu grupari amino din hemoglobina, 
formand hemoglobine glicozilate.Forma majoritara este HbA Ic 
rezultata din reactia intre gruparea carbonil a glucozei cu grupa 
amino a valinei terminale a lantului B a hemoglobinei.Reactia este 
ireversibila, decurge neenzimatic si avand in vedere durata de viata 
medie a hematiilor, valoarea HbAlc reflecta glicemia medie a 
pacientului pe o perioada de 4-6 saptamani. 

Valoare normala= 5% din hemoglobina totala 

Valori crescute reflecta valori medii ale glicemiei crescute 
care pot apare in diabetul zaharat la debut sau in cazul 
tratamentului incorect urmat. | 

4. Fructosamina 

Reflecta glicarea proteinelor serice si este proportionala cu 
glicemia medie pe o perioada de 1-3 saptamani. Mai indicat este 
de folosit rapotul frucrosamina/albumina. | 

5. Glucozuria | 

Prezenta glucozei in urina depinde de glicemie si de 
integritatea functionala a rinichiului. La valori crescute ale 
glicemiei (>180 mg/dl) este depasitata capacitatea de absorbtie 
renala si glucoza apare in urina (glucozurie hiperglicemica).In 
afectari renale poate apare glucozurie, desi valorile glicemiei sunt 
in limite normale (glucozurie normoglicemica) 
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6. COMPUŞI LIPIDICI PLASMATICI 


Principalele categorii de lipide plasmatice sunt 
trigliceridele si colesterolul. Acestea circula in sange sub forma de 
lipoproteine. Analiza lipidelor plasmatice se poate efectua prin 
cuantificarea lor totala, a trigliceridelor, colesterolului precum si 
prin fractionarea lipoproteinelor. 

Lipoproteinele plasmatice sunt complexe lipido-proteice 
care contin colesterol, fosfolipide, trigliceride si proteine in 
procente diferite. Separarea lipoproteinelor se poate face prin: 


-ultracentrifugare:  -lipoproteine cu densitate mare 
(HDD ~ 
-lipoproteine cu densitate 
mica(LDL) | 
-lipoproteine cu densitate foarte 
mica(VLDL) 
| -chilomicroni 
-electroforeza: -chilomicroni 
: -pre-B  lipoproteine . (corespund 
VLDL) | 


-B lipoproteine (corespund LDL) 
-a lipoproteine (corespund HDL) 
Separarea electroforetica a lipoproteinelor (lipidograma) se 
poate face pe diferite suporturi, o varianta fiind pe gel de 
poliacrilamida. Benzile separate sunt interpretate densitometric si 
rezultul se exprima procentual. 
Lipidograma normala (la o persoana sanatoasa, dupa 12 ore 
de post alimentar): 
-chilomicroni 0% 
-pre-B 10-15% 
-B 50-55% 
-a 25-35% 
Colesterolul din plasma are provenienta alimentara si endogena 
(sintetizat in ficat). Sinteza endogena se realizeaza din acetil-CoA, 


97 


enzima cheie fiind HMG-CoA reductaza. In plasma colesterolul 
este sub forma libera (30%) localizat la periferia lipoproteinelor si 
restul sub forma esterificata aflat in centrul lipoproteinelor. Toate 
lipoproteinele contin colesterol in diferite proportii, dar cantitatile 
cele mai mari se gasesc in HDL si in LDL. 

HDL-colesterolul reprezinta. colesterolul “bun” fiind 
transportat de la tesuturile extrahepatice, de ex peretii vaselor 
sangvine la ficat. Reprezinta un factor antiaterogen. LDL- 
colesterolul este colesterolul “rau” fiind transportat de la ficat spre 
tesuturile extrahepatice, de ex peretii vaselor sangvine) 

Valori normale: un 
-colesterol total 150-210 mg/dl 

-HDL-colesterol >35 mg/dl la barbati, >45 mg/dl la fenei 

-LDL-colesterol <120 mg/dl 

Hipercolesterolemia poate fi -~ asociata cu 
hiperlipoproteinemii, obstructii - biliare, hipotiroidism,diabet 
zaharat,sarcina. 

Hipocolesterolemia se poate! asocia cu MA Modica 
severa sau hipertiroidism | 

Trigliceridele sunt esteri ai glicerolului cu acizii grasi si au 
provenienta exogena si endogena (din sinteza hepatica). 
Trigliceridele exogene . sunt transportate sub forma de 
chilomicroni, iar cele endogene sunt incorporate in VLDL. 

Valori normale: 50-150 mg/dl 

Serul cu un continut crescut de trigliceride are un aspect 
lactescent 

Hipertrigliceridemia se asociaza  hipotiroidismului, 
diabetului zaharat, post infarct miocardic sau 
hiperlipoproteinemiilor. | | 

La valori ale trigliceridelor <400 mg/dl, LDL-colesterolul 
se calculeaza conform formulei: LDL-colesterol = colesterol- 
trigliceride/5 —HDL-colesterol 
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ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 

1. Dozarea lipidelor totale serice 

Principiul metodei: lipidele formează un complex colorat 
fotometrabil atunci când sunt tratate cu fosfovanilină în mediu 
acid. 


Mod de lucru: se pipetează reactivii conform tabelului următor. 


Standard (500mg/dL 
Piobă 


Supematant | = | 302 | 02 U | 


Calculul rezultatelor: 
Abprobă/ Astandard X Concentrația standard = conc. lipide totale (mg/dL) 


2. Dozarea colesterolului seric 

Principiul metodei: / Colesterolul esterificat din probă este 
hidrolizat sub acțiunea colesteril esterazei cu eliberarea 
colesterolului şi a acidului gras. Apoi, colesterolul este oxidat sub 
acțiunea colesteril oxidazei cu eliberare de apă oxigenată. H,O 
oxigenată va fi implicată în reacția catalizată de o peroxidază în 
cursul căreia un substrat cromogen este oxidat la un compus 
colorat cu absorbanță maximă la 1=510 nm. 
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Mod de lucru: se pipetează conform tabelului următor: 


|| Probš (mD) | Standard (mD) | 
Su ia non O aa unas) + he Cel, ' 


ECC — RC IE 1 
‘Agitare şi incubare la 37°C timp de 10 minute 

Se citeşte Aprobă Di A standard la 1=510 nm față de blank 

Calculul rezultatelor: i | | 

Aprobàl A standard X concentratia standard [mg/dL] = conc. colesterol 
| seric (mg/dL) 
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-7.COMPUŞI MINERALI 


Compoziţia, pe elemente chimice, a corpului uman arată că 
63% din atomii săi sunt reprezentați de hidrogen, 25,5% de oxigen, 
9,5% de carbon şi 1,4% de azot, aceste 4 elemente acoperind 
99,4% din atomii corpului, celelalte elemente chimice acoperind 
numai 0,6% din atomii participanţi în alcătuirea organismului. 


Elementul | Compoziţia: % Elementul | Compoziţia: 
din greutate din greutate 


O 
C 
H 
N 
Ca 
P 
K 
S 
Na 
Mg 


Tabelul 7.1. Compoziția în elemente minerale a celulelor 


Elementele minerale nu  reperezintă amestecuri 
întâmplătoare, ci sunt combinații bine individualizate, cu un roluri 
specifice, uneori esențiale pentru funcționalitatea organismului. 
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Rol structural Ca, Mg, fosfat 
Rol în fiziologia Na, K (transportori de 
membranelor celulare. sarcină electrică) 


Co, Cu, Fe, Mo, 
Se, Zn: 

Ca, Cr, I, Mg, Mn, 
Na, K 


Grupări prostetice în 
structura enzimelor 


Rol reglator sau rol în | 
exercitarea acţiunii unor hormoni 


Esenţiale pentru organism, dar a 
căror funcție nu se cunoaste 


Si, V, Ni 


Rol determinat, dar a căror 
| esenţialitate nu s-a stabilit 


F, Li 


Necunoscută, dar toxice in exces | Al, B, Br, As, Cs, Ge, Rb 


Ag, Sn, Pb 


Tabelul 7.2. Clasificarea mineralelor în funcție de rol 


În mare parte funcțiile elementelor minerale sunt determinate 


de sarcina electricăa, mobilitatea şi afinitatea față de liganzii 


biologici. 
“După cantitatea prezentă în organism se pot împărți în 


macrominerale (Na, K, Ca, Mg, P, CI) şi oligominerale, elemente 
minerale prezente în cantități foarte mici (Fe, Cu, Zn, Mo, Co, Se, 


Eete+ PY, 
Organismul uman nu poate sintetiza minerale şi ca urmare 


necesarul zilnic al organismului trebuie asigurat prin aport 
alimentar. O alimentaţie echilibrată ar trebui să furnizeze toate 


mineralele şi oligoelementele necesare organismului. 
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Asocierea în cadrul aceleiaşi mese a diferite ingrediente are 
un rol important în asimilarea mineralelor. Spre exemplu, vitamina 
C măreşte rata de absorbţie a fierului. Chelatizarea este procesul 
prin care substanţele minerale sunt transformate într-o formă mai 
ușor asimilabilă. Astfel, suplimentele minerale chelatizate cu 
aminoacizi sunt asimilate de trei până la zece ori mai bine decât 
formele simple. 

Deficiența sau excesul de elemente minerale pot duce la 
perturbări ale funcţiilor organismului. Deficiența poate apărea ca 
urmare a unui aport alimentar insufucient, malabsorbţiei datorită 
diareei cronice, rezecţiei chirurgicale a intestinului subțire sau 
formării de complexe greu absorbabile cu alți compuşi alimentari 
(Zn şi fitaţi). De asemenea deficiența poate apărea şi ca urmare a 
pierderilor excesive prin urină, transpiraţie, suc pancreatic. 
Recunoaşterea deficienței include scăderea cantității în sângele 
total, ser, păr, modificarea activităţii metaloenzimelor, apariţia sau 
nu de simptome caracteristice. 

Toxicitatea presupune inhibarea activității unor enzime, 
alterarea structurii şi funcţiei acizilor nucleici, modificarea 
permeabilității membranare, alterarea sintezei proteice. Efectele 
toxicității depind de forma chimică şi cantitatea ingerată, calea de 
pătrundere în organism, liganzii biologici de care se leagă metalul, 
localizarea tisulară, nivelul excreţiei. 


Calciul 


Calciul este cel mai abundent cation din organism. Un adult 
conţine 1-2 kg de calciu, din care 99% este inclus în țesutul osos ( 
schelet şi dinți), restul de 1% aflându-se în lichidele biologice şi 
țesuturile moi. 

Formele sub care se găseşte sunt destul de variate: CaCl» în 
umori; CaF în smalţul dinților; CaCO; şi Ca(COsH)2 în vase şi 
salivă; citrat şi cazeinat în lapte; Ca,(PO4), hidroxiapatită şi alte 
săruri complexe în oase. 
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Calciul osos cuprinde două compartimenete, dintre care unul 
cuprinde aproximativ 1000g calciu, care participă foarte lent la 
schimburile cu celelalte sectoare, celălalt conținând 4g calciu care 
participă rapid, calciul interschimbabil. Zilnic 300-500mg calciu 
din acest sector se reînnoieşte în cadrul procesului de remodelare 
osoasa. | 

Concentrația plasmatică a calciului este cuprinsă între 8.8- 
10.4mg%, scăzând uşor odată cu înnaintarea în vârstă ca urmare a 
diminuării concentraţiei plasmatice a albuminei. În plasmă calciul 
se găseşte sub trei forme: că 
e calciul ionic liber, aproximativ 60% din calciul seric 

“ (4.8mg%)- fracţia activă biologic | 
e calciul complexat sub formă de citrat, fosfat ori carbonat- 
calciul difuzabil Beb | 

e calciul legat de proteine ( albumină, globuline). 

Gradul de legare a calciului la proteine şi procentul calciului 
ionizat depind de pH-ul mediului şi de prezența altor electroliți 
(bicarbonat, fosfat, magneziu). Valoarea calcemiei serice este 
menţinută constantă prin intervenția celor doi hormoni reglatori 
principali: parathormonul şi calcitonina. | 

Diferenţa mare de concentraţie a fracției ionizate între spațiul 
extracelular (cca 1mMol/L) şi cel intracelular (0.1mMo//L), desi 
calciul total în mediul intracelular este de 2mMol/L explică 
importanţa biologică a calciului. Cea mai mare parte a calciului 
intracelular este legată sub forma fosfatului tricalcic localizat în 
mitocondrii şi reticulul endoplasmic. 

În afara rolului structural ( intră în alcătuirea țesutului osos), 
calciul are şi rol funcţional, intervenind în excitabilitatea neuro- 
musculară, coagularea sângelui, permeabilitatea si integritatea 
membranelor celulare, transportul membranar, secreția gastrică, 
secreția unor hormoni şi neurotransmiţători, activitatea unor 
enzime, semnalizarea intracelulară a unor hormoni. Împreună cu 
magneziul este responsabil de sănătatea sistemului cardiovascular. 
Prin stabilizarea membranelor celulare calciul micşorează 
amploarea proceselor alergice 
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Metabolismul calciului 

Necesarul zilnic de calciu este de aproximativ 800mg/zi, 
acesta crescând la copii (1200mg/zi) , femeile însărcinate, 
perioada de alăptare (1200-1400mg/zi). După 50 ani necesarul de 
calciu creşte la aproximativ 1000mg/zi. 

Calciul plasmatic provine atât din absorbția alimentară, cât şi 
din resorbția osoasă. În condiţii normale procesele de resorbție si 
formare osoasă sunt egale ca intensitate. 

Calciul este unul dintre elementele care se digeră şi se 
absoarbe cu mare dificultate, deoarece el formează compuşi 
insolubili împreună cu anionii prezenți în alimente, ceea ce 
„îngreunează absorbția lui. Principalul ion cu care interferă este 
„ fosfatul. Dintre complexele de fosfat de calciu, doar calciul 
dihidrogenfosfat este suficient de solubil astfel încât să menţină un 
nivel necesar absorbției calciului ionic. Din nefericire, această sare 
este stabilă doar în mediu foarte acid, cum ar fi acidul clorhidric 
din stomac. 

Calciul este absorbit în cea mai mare parte la nivelul 
intestinului subțire, în special în duoden, prin transport activ, 
dependent de calcitriol (1,25(O0H)- vitamina Ds ), dar şi difuzie 
limitată. La nivelul colonului ritmul absorbției este de 10 ori mai 
mic, însă eficiența poate fi mai mare datorită timpului de tranzit ( 
de 20 ori mai mare decât cel din intestinul subțire). 

Absorbţia calciului în intestin este scăzută în prezența unor 
concentraţii crescute de acid oxalic (salată, spanac) sau acid fitic ( 
din cereale, pâine). Excesul de fosfat va reduce solubilitatea 
moleculei de calciu dihidrogenfosfat chiar dacă în stomac 
aciditatea este la un nivel normal. Pe de altă parte, diverse 
tratamente, cum ar fi antiacidele scad eficiența absorbției de calciu 
datorită efectului lor alcalinizant. De asemenea, o dietă cu exces de 
Zn poate interfera cu absorbția calciului. Un regim alimentar prea 
bogat în grăsimi sau o secreție inadecvată de bilă poate limita 
absorbţia calciului. În general sărurile solubile de calciu sunt 
integral absorbite; absorbția calciului alimentar este favorizată de 
prezența bilei (solubilizează săpunurile de Ca), vitaminei D, 
lactozei, hormonilor paratiroidieni. 
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Calciul plasmatic poate fi secretat în tractul gastrointestinal şi 
eliminat prin urină, materii fecale , transpiraţie. 
Eliminarea prin fecale (60-80% din total), din care jumătate 
reprezintă calciul neabsorbit, pierdut, restul partea ionizată, folosită 
de organism, este constantă şi nu depinde de calciul ingerat sau 
absorbit. 
“Cantitatea de calciu eliminată prin urină  (4mMol/zi, adică cca 
25% din eliminările zilnice) este reglată hormonal (la nivelul 
reabsorbției tubulare) Și depinde de cantitatea de calciu absorbită 
intestinal. 
_„. Menţinerea constantă a nivelului calciului este asigurată prin 
mecanisme complexe: 
e gradul de absorbție, condiționat de cantitatea şi formele 
alimentare, precum şi de factorii implicaţi în acest proces 
e echilibrul permanent între tesutul osos şi lichidul 
extracelular 
e homeostazia eliminării 
e factorii endocrini 


Reglarea calcemiei 
Reglarea calciului are loc paralel cu cea a fosforului, 
principalii factori care reglează homeostazia lor fiind 
parathormonul, calcitonina şi calcitriolul. 
Parathormonul, hormon hipercalcemiant, secretat de 
glandele paratiroide: | 
ə la nivel intestinal favorizează absorbția calciului 
indirect prin stimularea 25-hidroxilazei hepatice, 
enzimă implicată în sinteza calcitriolului 
e ja nivel osos stimulează resorbția osoasă, deci 
eliberarea de calciu şi fosfaţi din os 
e la nivel renal, prin activarea la-hidroxilazei renale şi 
deci a sintezei calcitriolului, intervine în reabsorbția 
calciului şi eliminarea fosfaților 
Calcitonina, hormon peptidic secretat de celulele C ale 
glandei tiroide: 
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e la nivel renal favorizează eliminarea de calciu prin 
inhibiţia transformării 25-(O0H)D3 în 1, 25(O0H)D3 

e la nivel osos inhibă resorbția osoasă, favorizând 
mineralizarea 

Calcitriolul, hormon steroid derivat al ergosterolului, 

reprezintă forma activă a vitaminei D3. Actiunile sale sunt: 

e la nivel intestinal stimulează absorbţia calciului şi a 

fosfaților prin stimularea sintezei proteinelor transportoare 

e la nivel renal stimulează reabsorbția calciului şi 

fosfaților 

e la nivel osos, pe de o parte, promovează formarea 

„osoasă prin stimularea diferențierii osteoblastelor, iar pe de 
altă parte stimulează resorbția osoasă, acţiune sinergică cu 
a parathormonului. 


Tulburări ale metabolismului calcic 

În mod obişnuit nu este necesară o suplimentare 
medicamentoasă cu acest element, întrucât o alimentaţie echilibrată 
aduce un aport adecvat de calciu. 

Hipocalcemiile se pot întâlni în hipoparatiroidism, în deficit 
de vitamina D, rezistență la PTH, în carența alimentară, 
malabsorbţie, boli hepatice, renale, pancreatice. 

Rahitismul este o boală a copilului caracterizată printr-o 
mineralizare defectuoasă a oaselor şi se datorează deficitului de 
vitamină D. 

Osteomalacia este corespondentul rahitismului la adult. 

Osteoporoza este o tulburare frecvent întâlnită la vârstnici, 
afectând mai ales femeile. Procesul debuteaza în decada a IV a, 
progresând lent, fără manifetări clinice în unele cazuri. De cele mai 
multe ori realizează un sindrom dureros, cel mai adesea de origine 
vertebrală. 


Manifestările hipocalcemiei includ: stare de insomnie, 
irascibilitate, palpitaţii, colici abdominale (uneori violente), 
balonări nejustificate, dificultăţi la înghiţirea alimentelor, senzații 
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de amorțeli ale mâinilor, crize de transpirație inexplicabile, stări 
depresive, dureri de cap intense, contracții musculare spontane la 
diverse grupe musculare (mâini, picioare, trunchi, față), furnicături 
în membre, senzaţie de lipsă de aer nemotivată, stări melancolice, 
dereglări ale ciclului menstrual (rărirea perioadei pierderilor 
hemoragice), tulburări de dinamică sexuală, tulburări de 
concentrare. Desigur nu toate aceste manifestări au loc, ci numai o 
parte dintre ele. Hipocalcemia se manifestă prin creşterea 
excitabilității neuromusculare, tetanie. Deficiența severă determină 
paralizia tetanică a musculaturii respira, laringospasm, 
convulsii severe şi moarte. 

Hipercalcemia ia fi produsă de aportul şi absorbția 
exagerată, hiperparatiroidism primar sau secundar, 
hipervitaminoza D, cancere de sân, plămâni, rinichi, hematologice, 
în creşterea turmn-overului osos (hipertiroidism, imobilizare 
prelungită, intoxicații cu vitamina A, boala Paget), insuficiența 
renală. Aspectele biochimice generale pot 'fi însoţite în cazuri 
patologice de depuneri a calciu'în tesuturile moi (pereţi vasculari, 
rinichi). 


Factorii care determină dezechilibrul calciului în organism: în 
primul rând alimentaţia: 

- prelucrarea îndelungatş a hranei duce la deprecierea 
~- vitaminelor şi mineralelor. | 

- excesul de proteine determină un conţinut crescut de fosfor 
ce poate duce la o eliminare crescută de calciu din organism. Astfel 
că excesul de carne şi chiar de lapte nu numai că nu ajută, dar face 
ca organismul să piardă mai mult calciu decât câştigă. 

- excesul de pâine, prăjituri şi alte făinoase împiedică 
absorbţia calciului. 

- alcoolul, cafeaua, zahărul şi diureticele determină scăderea 
potasiului din organism ceea ce provoacă o eliminare mai 
-puternică a calciului prin urină. | 

- bauturile racoritoare, nealcoolizate au un continut ridicat de 
fosfor si deci consuma calciul din organism. 
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Un alt factor important care dezechilibrează calciul în 
organism este abuzul de medicamente (diuretice, 
anticoncepționale, tratamente îndelungate cu cortizon şi prednison, 
anticonvulsive, etc). 

În plus, expunerea redusă la soare determină o cantitate 
insuficientă de vitamina D. | | 

Stresul şi sedentarismul joacă un rol important, activitatea 
fizică constituind unul din factorii importanţi de menţinere a 
compoziţiei chimice osoase. 

Menopauza şi în special menopauza prematură, diabetul, 
hipertiroidia, bolile cronice de rinichi şi ficat, bolile de sânge 
(anemii, leucemii), poliartrita reumatoidă determină perturbări ale 
calciului în organism. | 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 


Determinarea calciului | 

Principiu: ionii de calciu formează, în mediu alcalin, cu o-crezolftaleina 
un complex violet ce absoarbe la 570nm. 

Mod de lucru: se pipetează reactivii conform următorului tabel 


casa pi _ Biwo 

„Sere m sia anii a SN roni aaa a reusi cica, 

Standard 10mg% - | 

` Agitare şi incubare 25 minute la temperatura camerei 

x 
* Reactiv de culoare: R1+R2 unde R1 = tampon 1-amino-2-metil-2-propanol 

3,5M; R2 = 150mmol/L o-crezolftaleină, 6,7 mmol/L 8-hidroxi-chinoleină şi 

25mmol/L acid clorhidric 

Calculul rezultatelor: Ep/Es X concentraţia standardului = Mg Ca% 
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Fosforul 


Cantitatea totală de fosfor din corpul uman adult este de 700- 
1000g, reprezentând 1% din greutatea organismului. Aproximativ 
85% se găsește în schelet, sub formă de fosfat de calciu şi de 
magneziu. În țesutul muscular se găseşte aproximativ 6% din 
fosforul organismului, restul de 9% aflându-se în celelalte țesuturi 
sau lichide biologice. Fiecare celulă conţine fosfor sub formă de 
„compuşi anorganici (fosfați) sau organici  (fosfoproteine, 
fosfolipide, glucide). Mulţi din compuşii fosforați aflaţi în 
țesuturile moi (acizii nucleici, glicogenul, unii intermediari ai 
metabolismului glucidic) au rol funcţional important pentru toate 
procesele metabolice. 

Deşi concentraţia plasmatică a fosforului este mică, 2.8- 
4mg%, formele chimice sub care se găseşte sunt numeroase: fosfat 
„liber, fosfaţi de Ca, Mg, Na (în mediul extracelular), K (în mediul 
intracelular), predominant bibazici, care reprezintă fosforul 
anorganic plasmatic (Pi), cu rol de tampon, participând la 
echilibrul acido-bazic al organismului, fosfat legat de proteine 
(doar 12%). 

Prezenţa sa în numeroşi compuşi glucidici, proteici, idid 
explică concentrația sa intracelulară mare (aproximativ 7% din 
conținutul celulei este reprezentat de copuşi fosforilați). Ca 
element ce intră în structura membranelor biologice, fosforul 
participă la schimbul de substanțe între celule şi mediul 
extracelular. 

Compuşii bogați în fosfor (AMP, ADP, ATP, GTP, 
creatinfosfatul) joacă un rol fundamental în producerea, 
înmagazinarea şi eliberarea de energie. 


Metabolismul fosforului 


Aportul de fosfor este în medie de 800-900mg/zi, eficiența 
absorbției digestive fiind de 75%, dar putând să crească până la 
90% dacă fosforul alimentar scade sub 200mg/zi. 
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Fosforul este absorbit sub formă anorganică, după degradarea 
compuşilor organici de către fosfataza alcalină. Absorbţia se face 
la nivelul intestinului subţire şi colonului, prin difuzie pasivă, 
atunci când concentraţia intestinală este mare, sau prin transport 
activ atunci când concentraţia sa este mică. Trecerea în enterocit 
necesită prezența glucozei şi a sodiului, fiind mult accelerată de 
concentrațiile mari de K Absorbţia creşte odata cu creşterea pH- 
ului. Vitamina D stimulează absorbţia fosforului în prezenţa de Ca 
sau Na. 

Sediul major al eliminării este rinichiul (500-600me/zi), însă 
o cantitate mică se elimină şi prin transpiratie. | 


Reglarea fosfatemiei i. d 
Fosfatemia este reglată de aceiaşi hormoni care reglează şi 
calcemia: parathormonul, vitamina D, calcitonina. | 
Parathormonul creşte eliminările urinare de fosfaţi, Na şi 
bicarbonaţi prin inhibarea reabsorbției tubulare. 
Vitamina D : 
e la nivel intestinal stimulează absorbția calciului şi a 
fosfaților prin stimularea sintezei proteinelor transportoare 
e la nivel renal stimulează reabsorbția -calciului si 
fosfaților | | | 
e la nivel osos, pe de o parte, promovează formarea 
osoasă prin stimularea diferenţierii osteoblastelor, iar pe de 
altă parte stimulează resorbția osoasă, acțiune sinergică cu 
a parathormonului. - 
Calcitonina are un efect fosfaturic marcat. 
Numeroşi alti factori influențează eliminările de fosfor: 
estrogenii (cresc eliminările), tiroxina (creşte fosfaturia), insulina 
(scade fosfaturia), acidoza metabolica (efect fosfaturic). 


Tulburări ale metabolismului fosforului 

Pe lânga variațiile fiziologice ale fosforului plasmatic există 
şi creşteri sau scăderi patologice, cu manifestări clinice bine 
definite. 
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Hipofosfatemia se întâlneşte ăn acidozele metabolice după 
instituirea tratamentului, alcaloza respiratorie, folosirea unor 
antiacide ca pansamente gastrice, arsuri grave, nefrite, calcifiere 
papilară, diabet fosfaturic. 

Manifestările clinice includ: disfuncţia eritrocitară, disfuncția 
leucocitelor,  trombocitelor;  disfuncția metabolică celulară 
manifestată prin iritabilitate şi anxietate, parestezii, E 
slăbiciune. | 

Hipofosfatemia conduce la rahitism la copii şi osteomalacie 
la adulți. 

Hiperfosfatemia se ' întâlneşte în-  hipoparatiroidism, 
acromegalie, tratamentul prelungit cu heparină, hipertiroidism, 
intoxicație cu vitamina D, insuficiența renală cronică, hepatita 
fulminantă, hipertermie, folosirea de laxative în concentrații mari. 
Consecința clinică este depunerea sărurilor de fosfat de calciu în 
tesuturile moi. 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 


Dozarea fosforului în ser 
“Principiu: ionii fosfat reacționează, în Aan alcalin, în prezența unu 

reducător (hidroxil amina in H»S04) cu molibdatul de amoniu rezultân 

un produs de culoare albastră ce absoarbe la 700nm. 

Mod de lucru: se pipetează reactivii conform următorului tabel. 


CCE 
e eia 
wmo — | | L m] 
morwenn 055| 5 
maa — ESC E — 


dd 


Agitare şi incubare 5 minute la temperatura camerei 
Citirea Aprobă şi Astandard la 700 nm față de blanc 


Calculul rezultatelor: Ep/Es X concentraţia standardului = mg % 


Fierul 


Fierul reprezintă un element esenţial pentru desfăşurarea a 
numeroase. procese biochimice, prin extindere este important 
pentru viață. Acest oligoelement este conţinut de multe enzime ce 
au grupări prostetice, participante la cataliza unor reacţii de 
oxidare şi de asemenea este implicat în transportul unor gaze 
solubile. Surse alimentare ce conţin fier sunt: carnea roşie, carnea 
de pasăre, lintea, mazărea, fasolea, tofu, pâine integrală, cereale 
integrale. Fierul din carne, care se găseşte sub formă de Fe, este 
mai uşor de absorbit decât cel din legume deoarece hemul din 
mioglobină (stochează O2 în muşchi) şi hemoglobină poate fi 
absorbit intact fără să fie degradat. 

În organism fierul este distribuit în proteine cum ar fi 
hemoglobina ce are un conţinut de aproximativ 70% din totalul de 
fier (4-5 g), 10-20% în feritină, hemosiderină, 10% în mioglobină 
şi mai puţin de 1% se găseşte în citocromi şi enzime. 

Absorbția fierului 

Fierul este absorbit la nivelul dodenului şi a jejunului şi 
pentru a facilita absorbţia acesta este redus la F e*. Reducerea este 
favorizată de prezenţa vitaminei C şi a acidului clorhidric prezente 
în secreția stomacală. După ce este transportat activ în celulele 
mucoasei intestinale fierul este reoxidat la Fe”. În această formă 
el poate fi legat la feritină (apoferitină ce depozitează fierul) şi 
stocat mai departe în celulele intestinale sau încorporat în 
transferină sau siderofilină (B-globulină transportoare) care va 
conduce fierul către țesuturi. Dacă nivelul de fier din sânge este 
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scăzut, fierul proaspăt este stocat în feritina din mAP intestinale 
şi este eliminat odată cu ele când acestea sunt exfoliate. 

Transport şi depozitare. 

Transportul fierului este asigurat de transferină, 
glicoproteină care poate lega doi atomi de Fe? pe moleculă, 
urmând să fie preluat de feritină şi homosiderină, care provine din 
feritină, dar se deosebeşte de aceasta printr-un conţinut de fier mai 
ridicat şi apoferitina este denaturată. Important de ştiut este că 
fierul stimulează sinteza apoferitinei. Cu timpul feritina este 
digerată de lizozom şi catabolizată la hemosiderină, un amestec 
nespecific de proteine partial degradate, lipide şi fier. 

Homosiderina şi feritina se găsesc în macrofagele hepatice, 
splină şi măduvă osoasă, cea din urmă mai fiind prezentă şi în 
celulele intestinale şi în plasmă. Feritina plasmatică este în 
echilibru cu feritina sistemului reticulo-endotelial lucru care ajută 
la estimarea fierului stocat în organism. | 


Eliminarea fierului din organism 

Nu există mecanisme pentru excreția fierului, însă mici 
cantităţi de fier se pierd prin exfolierea celulelor intestinale şi urme 
de fier sunt eliminate prin bilă şi urină. Deoarece capacitatea de 
eliminare a fierului este limitată reglarea balanței fierului se 
realizează cu ajutorul absorbției; reglarea acesteia se face prin 
cantitatea de fier depozitată în special în celulele intestinale şi prin 
viteza eritropoieziei. Creşterea eritropoieziei influențează în mod 
direct absorbţia fierului. 

Valori normale şi aspecte patologice ale modificării 
acestora 
Sideremia (nivelul fierului în ser) - 70- 120 ug% (9-31 mol) 
Transferina - 200-400 mg/dl, | 
CTLFe (capacitatea totală de legarea a fierului) 250-410 ug%. 
Feritina serică=20-300 ng/ml. Saturatia transferinei care reprezintă 
raportul dintre sideremie şi CTLFe =20-45%. | 
Valorile sideremiei scad în anemii feriprive, malabsorbție, pierderi 
de fier determinate de eliminarea crescută a fierului care se poate 
realiza în două modalități: fiziologică (menstuaţie şi sarcină) şi - 
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nefiziologică (ulcer peptic, gastrite, adenocarcinomul colonului, 
cancer gastric). 

Creşterea concentraţiei de fier în organism este urmată de o 
creştere a sideremiei, feritinei şi duce la o scădere a CTLFe. 
Aceste creşteri apar în hemosideroze sau hemocromatoze şi 
acumularea de fier în organele de depozit poate conduce la 


insuficiență cardiacă, ciroze, diabet, pigmentarea pielii. ` 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 


` Dozarea fierului în laborator 
].Principiu: fierul este redus în prezeţa acidului ascorbic la 
Fe” care reacţionează cu 3 (2piridil)-5,6 bis[2(5-acid 
furilsulfonic)]-1,2,4 triazina, denumit şi reactiv Feren S, ducând la 
formarea unui complex albastru fotometrabil la 1=593 nm. 
2. Mod de lucru: În patru eprubete se pun reactivii conform 
tabelului: 


Reactivi Blanc Blanc Standard Proba 
reactivi proba (mL) (mL) 
ML mL | 


Standard 100 ug% 


o maj 3 
ma al 02 | di 
REA PREIEI sa-—s-UPITY 
e e a heis Si e s.p 
ip o jz. £ lu, sara 


*Solutia 1 conţine acid ascorbic 10 mM şi tiouree 66 mM în tampon acetat 1.4 
M pH 4.8. 


Cele 4 eprubete se agită şi se lasă la temperatura camerei 5 minute, 
după care se citeşte absorbanta blancului probă (Epp) faţă de apa 
distilată şi absorbanţa probei (Ep) şi a standardului (Es) față de - 
blancul reactivilor. | 

Calcul: % mg Fe=[( Ep- Epp) / Es)]x100 
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8. COMPUŞI AZOTATI NEPROTEICI 


Plasma conţine o serie de compuşi azotati cu masă | 
moleculară mică: uree, creatină, creatinină, acid uric, amoniac şi 
aminoacizi (tabelul 8.1). Între unii dintre aceşti compuşi există 
strînse interrelaţii metabolice. Dozarea acestor compuşi oferă 


informaţii clinice deosebit de importante. 
| 


Compusul Sursa Semnificație clinică 
azotat 


Aminoacizi Proteine afecțiuni hepatice 
| afecțiuni renale 
= defecte ale metabolismului 
aminoacizilor 


Amoniac Aminoacizi afecțiuni hepatice 
=. afecțiuni renale 
„m defecte ale enzimelor ciclului 
`~ ureogenetic 
= afecțiuni hepatice | 
u 


Uree Amoniac 
; afecţiuni renale 


Creatinină Creatina a afectiuni renale 


Nucleotide a defecte ale metabolismului 


purinice purinelor 
Tabelul 8.1. Principalii compuşi azotafi neproteici 


a  |iză celulară excesivă 


Ureea 

Ureea (diamida acidului carbonic) reprezintă forma de 
excreție a azotului din proteine, iar cantitatea eliminată urinar este 
direct proporțională cu intensitatea catabolismului acestor 
principii, cu condiţia integrităţii funcției renale. Formarea ureei are 
loc în ficat printr-o secvență ciclică de reacții cunoscută sub 
numele de ciclul ureogenetic sau ciclul Krebs-Hensleit. În ciclul 
ureogenetic sunt implicate cinci reacţii, primele două 
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desfăşurându-se în mitocondriile hepatocitelor, iar următoarele în 
citosol (figura 8.1): | 

1. formarea carbamil-fosfatului prin condensarea 
amoniacului (eliberat din glutamină în ficat, la care se adaugă 
amoniacul adus de sângele portal de la intestin) cu CO» şi ATP. 


2) transferul grupării carbamil de pe carbamil-fosfat 
pe ornitină cu formare de citrulină | 

3; condensarea citrulinei cu acid aspartic duce la 
formarea acidului arginin-succinic 

4. scindarea acidului arginin-succinic în arginină și 
acid fumaric (intermediar al ciclului acizilor tricarboxilici) 
Ş Sr hidroliza argininei cu formarea ureei şi refacerea 
'ornitinei. 

Acid Arginina 
fumaric 
1 
Acidul Ornitina 
A COL 
Carbamil-fosfat 
AMP +PP; a 
+P; : 
TON Nr SDRE 
Citrulina G) IC 
Acid 2 ATP 
aspartic 


COg+ NH, 


Sinteza ureei implică consum de energie, energie obținută 
prin scindarea a patru legături macroergice. Singura justificare 
pentru acest important consum energetic o reprezintă necesitatea 
transformării unui compus toxic, amoniacul, intr-unul netoxic, 
ureea. În plus, ureea datorită hidrosolubilității, poate fi transportată 
de sânge în formă liberă la rinichii pentru a fi eliminată. Important 
de reținut este faptul ca pentru uree nu există un prag de eliminare 
renală astfel încât toată cantitatea sintetizată este rapid îndepărtată 
prin urină. 


T 


Metodele de determinare ale ureei sunt: | 

1. bazate pe reacţia de precipitare (metoda cu xanthydrol) 

2. colorimetrice: metoda cu diacetilmonoximă, reactiv 
Nessler, urează (reacţia Berthelot), dimetil-glioxină sau 
cu hipobromit de sodium (metoda Kowarski) 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 

Dozarea ureei în ser - Metoda cu diacetilmonoximă. 

Principiul metodei: Ureca condensează în mediu acid cu 
diacetilmonoximă în prezenţa clorurii ferice şi a tiosemicarbazidei, 
rezultând un complex colorat roşu, fotometrabil 

Mod de lucru: se pipetează reactivii conform următorului tabel. 


mL (mL 


Ser diluat 1/10 


Standard uree (50mg/dL 


Apă distilată — 


Tail 
“= Vaii ee 
Di 
H-SO4 1M, H3PO4 4M, FeCI, ;5 25 
1,8mM, tiosemicarbazidă E aa 
0, 66mM 
EDS 


| Diacetilmonoximă | 05 | osi | 0,5 | 


Agitare şi incubare 8 minute la 100*C, răcire sub jet de apă 5 
minute. Se citesc extinţiile Ep şi Es la 520nm față de blanc. 


HAN 
TE) 
25 


Calculul rezultatelor: uree (mg/dL) = Ep/Es X concentrația 
standard : | 
Valori normale: 
- la adult: - uremia este de 20-40 mg/dL (300mg/kg 
corp/zi) 
- azotul ureic sanguin: 10-20mg % 
- la nou-născut: uremia este de 40-70mg/kg corp/zi 


Interpretarea clinică a rezultatelor: 
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Valorile serice ale ureei depind de trei factori: catabolismul 
proteinelor (atât endogene cât şi cele aduse prin aport exogen), 
diureza şi capacitatea funcţională renală. Astfel, modificări ale 
concentrației plasmatice normale a ureei pot fi consecinţa pe de o 
parte a unei suferințe hepatice (hepatitele cronice active, cirozele 
hepatice), iar pe de altă parte a afectării excreţiei renale. Cu toate 
acestea deteriorării ale funcției renale de până la 50 % nu 
antrenează creşterea valorii ureei sanguine. Din acest motiv se 
impune ca interpretarea rezultatelor ureei sanguine să fie corelată 
cu rezultatele dozării creatininemiei şi a acidului uric sanguin. 

Creşteri ale concentrației ureei pot interveni în: stările de 
hipercatabolism proteic, stările de deshidratare, vărsătură, diaree, 
stările febrile, stările carenţiale interesând ionii de sodiu şi clor, 
arsuri, diabet zaharat, afecțiuni renale însoţite de retenţie azotată. 


Creatina şi creatinina | 

Creatina (acidul N-metil-guanidin acetic) se sintetizează prin 
reacția de transfer a grupării guanidinice de la arginină la glicină, 
urmată de metilarea acidului guanidino-acetic rezultat. Reacţia de 
metilare se face cu S-adenozilmetionină (SAM) care prin cedarea 
grupării metil, trece în S-adenozilhomocisteină (SAH): 


CH,- NH-C : 
e, + CH COO HN=C ve ria 
N-CH= H —> = + 
2 Pali “La `NH-cuH.—cooH (Ho 
ee CH-NH> 
COOH Coon 
Arginina Glicina Acid guanidinacetic Ornitina 
NB. „NHa 
HN = C. HN= c 
NH— CH,— COOH - N — CH;— COOH 
SAM SAH CH3 
Acid guanidinacetic | Creatina 
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Creatina este sintetizată în rinichi, ficat şi pancreas si apoi 
este transportată de către sânge la muşchi şi creier, unde este 
fosforilată de către creatinfosfokinază (CPK) la fosfocreatină. 
Fosfocreatina prin ciclizare lentă şi neenzimatică trece în 
creatinină. | | | 


NH2 NE -POgHp 


CPK_ HN=C 


HN= CC ú | NE 
N-CH,—COOH = _ NNi CH_— COOH HN= CC =o 
| JAN : | x N — CHS 
CHa CHa 1 
ATP ADP ' ! P; CH 
. Creatina 4 Fosfocreatina š 3 


Creatinina 


„ Creatinina provine numai din metabolismul muscular fiind 
cel mai fix parametru azotat al sângelui, se corelează cu volumul 
masei musculare şi nu este influențat de aportul alimentar protidic, 
de nivelul diurezei sau de efortul muscular. 

Creatinina se elimină în totalitate prin filtrare glomerulară 
şi prin nivelul său sanguin, poate oferi indicaţii asupra numărului 
de nefroni funcționali. Astfel, calcularea clearance-ului de 
creatinină (determinarea de creatinină serică şi urinară) este o 
metodă simplă, dar extrem de utilă în investigarea funcţiei renale. 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 

Dozarea creatinei serice 

Principiul metodei: metoda de dozare este colorimetrică, bazată pe 
reacția Jaffe, cu acid picric în mediu alcalin, care este redus la acid 
picramic, compus galben-portocaliu. Reacţia evidențiază insă şi 
cromogenii necreatininici. 

Mod de lucru: se pipetează reactivii conform următorului tabel. 


Wayana Tia 
mL mL mL 
REF O a a secta ae. a a. adi salar BEER 
Standard  creatinină (2 | ice usd 0,5 BERI 

mg/dL : 
-Acid picric (1,2 g/dL) |  - | 


„Apă distilată pasii paspa s= ka seg) aia lee sensul ves Suze-A| 


Agitare si incubare 15 minute la 


temperatura camerei. 
Se citesc extincţiile Ep şi. Es la 520nm față 
de blanc | 


Calculul rezultatelor: creatinină (mg/dL) = Ep/Es X concentrația 
standard 
Valorile normale ale creatininemiei sunt variabile cu vársta si 
sexul: 

- copii: 1-2 mg/dL 

- biàrbati: 0,6-1,2 mg/dL 

„= femei: 0,5-1,1 mg/dL 

Creşterile creatininemiei exprimă boli acute sau cornice 
renale, cu afectarea filtrării glomerulare, unele afecțiuni hepatice, 
distrofii musculare, gută, caşexii, neoplazii diverse. 


Acidul uric | 

Acidul uric (2, 6, 8 trihidroxipurina) reprezintă produsul 
final de catabolism al derivaţilor purinici liberi: adenină, 
hipoxantină şi guanină. Căile catabolice pentru degradarea 
nucleotidelor purinice converg către un intermediar comun, 
Xantina, care este apoi oxidată la acid uric (figura 8.3). Deşi sinteza 
şi degradarea nucleotidelor purinice apar în toate țesuturile, uratul 
este produs numai în țesuturile ce conțin xantin oxidaza, în primul 
rand în ficat şi intestinul subțire. Producţia de acid uric variază atât 
în funcţie de conținutul în purine al alimentaţiei cât şi de rata de 
biosinteză, de degradare şi de salvare a nucleotidelor purinice. 

Acidul uric are două grupări funcţionale cu caracter acid, 
una cu pKa = 5,75 şi alta cu pKa = 10,3. Uraţii, formele ionizate 
ale acidului uric, predomină în plasmă, lichidul extracelular şi 
lichidul sinovial şi aproximativ 98 % există sub formă de urat 
monosodic la pH = 7,4. De asemenea, acidul uric este o substanță 
uşor oxidabilă şi prin capacitatea sa de a capta radicali liberi este 
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considerat factor protector față de agresiunea oxidantă continuă la 
care sunt expuse majoritatea țesuturilor organismului. | 

Determinarea nivelului sanguin al acidului uric (uricemia) 
se poate face prin metoda colorimetrică cu reactiv fosfowolframic 
(reactiv Folin) sau prin metoda enzimatică cu uricază (Kalekar- 
Protorius). Determinarea uricemiei se face în condiţiile unui aport 
normal de proteine şi fructoză, în afara consumului de băuturi 
alcoolice sau al unor medicamente care ar putea afecta rezultatele 
(derivați purinici, derivați fenolici, vitamina C). 


m 
= 
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ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ. Dozarea acidului uric 


seric 


Principiul metodei: Uricaza oxidează acidul uric şi duce la 

formarea de H202 ce sub acţiunea peroxidazei dă naştere la 

oxygen născând. În prezența oxigenului reactivii de culoare (2,4- 

DCPS şi 4-aminoantipirina) dau naştere unui compus colorat în 
- roşu-purpuriu (chinonimina). 

Mod de lucru: se pipetează reactivii conform următorului tabel. 


mL mL mL 
heparină | 
° ii | 


Standard (6me/dL) h 
2 


Agitare şi incubare 5 minute la 37°C. 

Se citesc extinctiile Ep si Es la 520nm 
faţă de blanc. 
*Reactiv de lucru: RI (tampon fosfat 50mM pH 7,4; 2,4-DCPS 4mM) + R2 (4- 
aminoantipirina ImM + peroxidaza 660 U/L + uricaza 60 U/L + ascorbat- 
oxidaza 200 U/L). 


© 
© 
Un 


Calculul rezultatelor: acid uric (mg/dL) = Ep/Es X concentraţia 
standard 

Valori normale: Concentrația de urat seric variază cu vârsta şi 
sexul. Cei mai mulți copii au concentraţii între 3-4 mg/dL. 
Nivelurile încep sa crească în timpul pubertăţii la bărbaţii, dar 
râmăn scăzute la femei până la menopauză. Valorile de referință la 
bărbaţii adulți şi la femeile în premenopauză sunt de 3,4-7mg/dL, 
respectiv 2,5-6 mg/dL la femei. După menopauză, valorile pentru 
femei cresc, fiind apropiate de cele ale bărbaţilor. De asemenea, 
concentrațiile la adult variază cu înalțimea, greutatea, tensiunea 
arterială, funcția renală şi consumul de alcool. | 
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Perturbarea proceselor de uricogeneză şi/sau a celor de 
eliminare a acidului uric generează hiperuricemiile. Acestea pot fi 
de două tipuri: primare şi secundare. 

A) Hiperuricemii primare: 

1. familiale: guta primară familială şi hiperuricemiile 
familiale negutoase 

2. non-familiale  (gutoase şi  negutoase); boli 
cardiovasculare, obezitate diabet, Tx yaa ni ti aa n alimentație 
nerațională 

Principalele mecanisme inductoare ale hiperuricemiei 
primare sunt: 

- sinteză excesivă de metaboliți 

- diminuarea eliminărilor urinare de acid uric 

- perturbarea eliminărilor intestinale şi sudorale 

Guta primară familială este cauzată de o sinteză crescută de 
acid uric datorată unei dereglări a sintezei nucleotidelor purinice. 
Clinic se manifestă prin dureri artritice episodice sau cronice şi 
depozite de acid uric în țesuturile moi (tofi gutoşi). Tofii sunt 
agregate de cristale de urat monohidrat monosodic ce pot forma 
structuri extraarticulare şi articulare cauzând deformarea şi 
distrugerea ţesuturilor moi şi dure. În articulaţii, ei duc la 
distrugerea cartilajului si osului  declanşând modificările 
degenerative secundare. Depunerea acestor cristale la nivel renal 
determină litiaza uricà. 

B) Hiperuricemii secundare (gutoase şi negutoase) se 
datorează unor afecțiuni ce determină în mod secundar valori peste 
normal ale acidului uric în sânge. Printre acestea enumerăm: 
nefropatii cornice, coagulopatii (hemofilia), neoplasme (mielom 
multiplu, sarcoidoză, boala Hodgkin), disgravidii, intoxicații cu 
metale (saturnismul, berilioza), sindromul London-Down, şocul şi 
stările hipoxice, endocrinopatii (hipotiroidismul, 
hiperparatiroidismul, hipoparatiroidism). 

Hipouricemia, definită ca o concentrație de urat seric mai 
mică de 2 mg/dL poate rezulta din producția scăzută de urat, 
excreția crescută de acid uric sau din combinarea ambelor: 
mecanisme. Hipouricemia apare la mai puţin de 0,2 % din 
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populaţia generală şi nu determină simptome ideritificăbile sau 
patologice şi de aceea nu necesită Tee 


Bilirubina 


Degradarea hemului 

Dupa 120 de zile, celulele roşii (ce conțin hemoglobină) 
sunt fagocitate de către celule sistemului reticulo-endotelial. 
Globina este eliberată şi transformată în aminoacizi, iar hemul este 
degradat la bilirubină, care este excretată în bilă (figura 8.4). 


Figura 8.4 Catabolismul hemului 


li bin dya Ghbbin —> Amino 
4 ' 
og) adds |R 
Oytochromes —»" Heme; lg 
2. 
Fe mpa CO | 
Elia albumin: JeLooo 
L 
Albumin UDP-—Glucuronate l 
“N | — 
m... ......v...- N ..-....... E 
Urinə : Bilirubin diglucuronidə : : R 
P s ciclic areesreees | 
Dome Bile 
Bactaria 
Feces Z| sterb 


Etape: 
1. Hemul este scindat la bilirubină 


86 


În prezența hemoxigenazei (HO), hemul este oxidat şi 
scindat in cantități echimolare de biliverdină IXa, fier liber şi 
monoxid de carbon (CO). Hemoxigenaza catalizează prima etapă 
din degradarea hemului. Biliverdina (hidrosolubilă, netoxică, 
pigment verde-albăstrui) este convertită, la bilirubină indirectă 
(liposolubilă, toxică, pigment galben) prin intermediul acţiunii 
biliverdin reductazei. Se eliberează fierul care va fi oxidat şi 
sechestrat de feritină, iar CO va fi excretat la nivelul plămânilor. 


Figura 8.5 Formarea bilirubinei 


Y Bridga 
di / daavad 


M 
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NADPH 


Bilirubin xa 
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2.Bilirubina este transformată în bilirubin- diglucuronid 

Deoarece bilirubina indirectă este insolubilă în apă, ea 
trebuie transformată intro formă pe care organismul o poate 
excreta. Aşadar ea este transportată de către albumina spre ficat, 
unde este conjugată cu UDP-glucuronat. Complexul bilirubină- 
albumină se poate desface in prezența unor factori metabolic 
dereglanţi, cum ar fi acidoza şi hipoxia, hipotermia, infecția şi 
acizii graşi. Medicamentele care scad legarea bilirubinei de 
albumina sunt salicilaţii, sulfoamidele, benzoat de sodiu şi 
indometacin. | | 

-Contribuția unuia din aceşti factori duce la 
ip sibiene severă, nefiind pe deplin înțeleasă legătura 
dintre acestea. Bilirubina circulantă , nelegată de albumină este 
denumită bilirubină liberă şi poate traversa bariera hemato- 
encefalică producând leziuni 'neuronale. 

Când complexul B-A ajunge la suprafața membranei 
plasmatice a hetapocitelor, bilirubina se desprinde de albumină şi 
trece în celulele ficatului. În interiorul hepatocitului bilirubina se 
leagă de proteine care o transportă la nivelul reticului 
endoplasmatic pentru a fi conjugată. 

Conjugarea are loc în interiorul reticulului plasmatic neted, 
unde fiecare moleculă de biliubină se combină cu una sau două 
molecule de acid “glucuronic rezultând pigmenţii bilirubin- 
monoglucuronid şi bilirubin-diglucuronid. La copii şi adulți 
aproximativ 2/3 din monoglucuronide sunt conjugate la 
diglucuronide. La nou-născuți predomină fragmentele 
monoglucuronidice. 

Bilirubina (directă) conjugată este hidrosolubilă şi poate fi 
excretată de către bilă, putând fi eliminată din organism. UDP- 
transferaza este enzima hepatică responsabilă de conjugarea şi 
formarea glucuronidelor, în prezența unei cantități suficiente de 
glucoză şi oxigen. 


P. Bilirubin-diglucuronid este convertit la urobilină si 
stercobilină | 
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Odată conjugată, bilirubina este transportată activ în 
canaliculele biliare sub formă de mono- şi di-glucuronide, fiind 
mai apoi deversată împreună cu bila în căile biliare principale şi 
de aici în intenstin. Bilirubina conjugată nu este absorbită în 
intestinul subțire. Mono- şi di-glucuronidele nu sunt molecule 
stabile şi pot fi transformate destul de uşor în bilirubină 
neconjugată, care va fi absorbită în intestin. 

Într-un mediu slab alcalin, aşa cum este în jejun şi duoden 
şi în prezenţa unei enzime de la nivelul mucoasei numită B- 
glucuronidază, bilirubina conjugată este hidrolizată la forma 
liposolubilă neconjugată, formă ce poate fi absorbită din intestinul 
subțire în circulaţia portală. Circulaţia enterohepatică se desfăşoară 
de la nivelul intestinelor până la nivelul ficatului şi poate explica 
de ce copii cu obstucţii gastrointestinale distale prezintă 
hiperbilirubinemii. Bilirubina conjugată ajunge în colon unde este 
catabolizată de flora intestinală la urobilinogen, care va fi 
transformat în stercobilinogen şi în final oxidat la stercobilină, care 
este excretată prin fecale. Stercobilina dă coloraţie fecalelor-maro. ` 
Urobilinogenul rămas este reabsorbit şi excretat în urină sub formă 
de urobilină, aceasta dând culoarea galbenă urinei. 

Valori normale 


Bilirubină directă: 0-0.3 mg/dL 
Bilirubină totală: 0.3-1.2 mg/dL 
Bilirubină indirectă: bilirubină totală-bilirubină directă 


Semnificaţia valorilor anormale: 


Icterul reprezintă îngălbenirea tegumentelor şi a albeţei 
globilor oculari, atunci când concentraţia de bilirubină în sânge 
creşte la aproximativ 2.5 mg/dL. lIcterul se declanşează în 
momentul când celulele roşii sunt degradate într-un ritm alert şi se 
poate întâmpla când apar afecțiuni hepatice sau blocaje ale căilor 
biliare. | 
| Icterul pathologic este denumirea pentru icterul care 
prezintă un risc pentru sănătate şi poate afecta atât copiii cât şi 
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ege w? 


adulții. Poate apare din multiple motive cum ar fi incọmpatibilități 
de sânge (în cazul transfuziilor), boli ale sângelui, sindroame 
genetice, hepatite, ciroză, blocaje ale căilor biliare, afecţiuni 
hepatice, infecții şi medicamentaţii. 


Hiperbilirubinemiile 


| 
i 


Cu bilirubină neconjugată 
Icterul fiziologic 


În timpul sarcinii placenta, organul. ce înconjoara fătul, 
preia bilirubina de la acesta şi o transportă la nivelul ficatului 
mamei unde este degradată. După naştere, ficatul nou-născutului 
începe să funcționeze însă are nevoie de un timp pentru a putea 
degrada bilirubina, aşadar nivelul acesteia se va menține uşor 
crescut chiar şi după naştere. Acest icter se numeşte fiziologic si 
de obicei apare între 2 şi 3 zile de la naştere, cu o durată a evoluţiei 
cuprinsă între 2 şi 4 zile şi dispare la 2 săptămâni. Acest tip de 
icter nu cauzează probleme. 


Câteodată icterul poate fi un semn al unor afecţiuni seriose. 
Nivele crescute ale bilirubinei pot apărea datorită: 


e w,’ 


e Incompatibilitáti sangvine: incompatibilitate ABO (mama 
are 0, copilul nu) sau incompatibilitate Rh (mama are Rh 
negativ, copilul are Rh pozitiv) 


e Cefalohematom sau altă traumă natală, nivel crescut de 
eritrocite (des întâlnită la copii născuţi peste termen si la 
sarcinile gemelare), infecții 


Tratament 


“In tratamentul icterului la copii se utilizează fototerapia. 
Lumina UV auta la transformarea bilirubinei insolubile intro forma 
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hidrosolubila excretabila. In cazuri severe de icter, este necesară o 
transfuzie, sângele copilului fiind înlocuit cu sânge proaspăt. 


Sindromul Crigler-Najjar este o afecţiune destul de rar întâlnită 
şi este cauzată de un deficit genetic. Gena nu poate sintetiza 
enzima ce converteşte bilirubina într-o formă uşor de eliminat din 
corp. Fără această enzimă, nivelul bilirubinei în sânge creşte şi 
apare icterul, afectând musculatura, creierul şi nervii. 


Sindromul Gilbert este o disfuncţie comună în care este afectată 
transformarea bilirubinei de către ficat ducând la apariţia icterului. 
Afectează aproximativ 10% din populația caucaziană, fiind in 
formă benignă. 


Anemia hemolitică. Acest tip de anemie apare când măduva 
osoasă este incapabilă să suplinească numărul de eritrocite atunci 
când se produce o distrugere prematură a acestor celule. 


Cu bilirubină conjugată 


Icterul “obstructiv” 


În acest tip de icter canalele biliare sunt obstucționate şi 
astfel apare un blocaj ce nu permite transportul bilei de la ficat la 
vezica biliară şi intestinul subțire. Bilirubina conținută în bila care 
îşi măreşte volumul difuzează în sânge şi astfel creşte nivelul 
bilirubinei în sânge. 


Posibile cauze ale blocării canalelor biliare: chisturi pe căile biliare 
commune, ganglioni limfatici màriti în porta hepatică, calculi 
biliari, inflamarea căilor biliare, tumori ale căilor biliare şi 
pancreatice | | 


Sindromul Dubin-Johnson este un sindrom rar întâlnit ce se 

manifesta prin incapacitatea corpului de a transporta bilirubina de 

la ficat. La pacienţii cu acest tip de icter (idiopatic cronic) culoarea 
| 9] 


ficatului este foarte închisă la culoare deoarece se formează un 
pigment asemănător melaninei. Boala se poate accentua dacă se 
consumă alcool, anticoncepţionale, apare o infecție, sarcină sau alti 
factori care pot afecta funcţia hepatică. | 


Ciroza este cauzată de boli cronice hepatice şi survine în urma 
diferiților factori ca: infecție cu hepatita B sau C, alcoolism, 
hemocromatoză, sindromul Wilson. 


Hepatita este inflmatia ficatului şi poate fi cauzată de: infecții cu 
virusurile hepatice A, B sau C sau cu bacterii, paraziți, intoxicație 
cu alcool, droguri, ciuperci otrăvitoare, supradoză de 
acetaminofenă (poate fi mortală), hepatite autoimune, boli hepatice 
datorate fibrozelor chistice, excesului de cupru (Wilson) 


Sindromul Rotor seamană cu sindromul Dubin-Johnson, doar că 
în această afecțiune celulele hepatice nu sunt pigmentate. 
Bilirubina are valori serice crescute, în special cea conjugată. Gena 
anormală ce dă acest sindrom nu a fost indentificată. 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 
1) Dozarea bilirubinei în ser prin metoda Van den Bergh 


a) Reactivi necesari: Alcool metilic, ser diluat 1:10, 
standard bilirubină 0,2 mg/dl, reactiv 
diazobenzensulfonic 


b) Mod de lucru: În 3 eprubete se vor pune reactivii 
conform tabelului de mai jos: 


Reactiv Probă Standard Blanc 
(mL) (m) | bD 
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„Se lasă la temperatura camerei timp de 15 min după care se 
vor realiza citirile la 1=530 nm ale probei şi standardului față de 
blanc. 

/ Calcul: mg bilirubină =Ep/Es x 10x0,2 


9.ANALIZA URINII 


Funcţia principală a rinichilor este producerea urinei, 
funcţie prin care contribuie la menținerea homeostaziei mediului 
intern. Prin urina pe care o formează rinichii îndeplinesc un rol 
important în reglarea metabolismului apei şi electroliților, 
menţinerea echilibrului acido-bazic, eliminarea produșilor finali ai 
metabolismului general, dar şi a xenobioticelor din organism. 

Unitatea morfofuncțională a rinichilor sunt nefronii, în 
număr de peste 1 milion pentru fiecare rinichi. Nefronul este 
alcătuit din: glomerul, tub contort proximal, ansa lui Henle, tub 
` contort distal, tub colector Bellini. Formarea urinei are loc la 
nivelul nefronilor prin trei procese fundamentale: 

1. ultafiltrarea glomerulară plasmei 
2. reabsorbţia selectivă tubulară 
3. - secreția activă şi excreția tubulară 

În urma procesului de filtrare glomerulară se obţine urina 
primară, care se deosebeşte de compoziția plasmei prin lipsa 
proteinelor cu greutate moleculară mare şi a lipidelor. Cantitatea 
totală de urină primară este de 150-2001/24 ore. 
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Reabsorbția substanțelor din urina primară se face la 
nivelul tubilor renali, atât prin mecanisme active, cât şi pasive. 
Pentru compușii reabsorbiţi activ (glucoza, aminoacizii, Na”, K“, 
Ca, Mg”, fosfat, sulfat, vitamina C, acidul uric) există aşa 
numitul “prag de eliminare”, adică eliminarea unei concentrattii 
sangvine a substanței respective dedesubtul căreia nu are loc 
eliminarea sa prin urină. i 

Prin procesele de secreție şi excreție tubulară se formează 
urina finală, un lichid biologic prin care se elimină zilnic din 
organism. aproximativ 35g substanțe organice şi 25g substanțe 
minerale. Cantitatea de urină emisă în 24 ore depinde de vârsta, 
sex, temperatură, starea emoţională, ingestia de lichide, de 
pierderile de apă,. | 

Cantitatea de urină mai mare de 2500m1/24 ore constituie 
poliuria, iar cantitatea mai mică de 500ml/zi constituie oliguria. 
În mod normal, cantitatea de urină eliberată ziua este mai mare 
decât cea din timpul nopții. Inversarea acestui raport este starea 
patologică denumită nicturie. 

Aprecierea funcţiei renale globale şi a diferitelor segmente 
ale nefronului este utilă atât în diagnosticul tulburărilor renale, cât 
- şi pentru indicaţiile pe care le dă pentru alte boli. Numai pe baza 
"unui examen complet al urinii, corelat cu valorile sangvine ale 
componenților urmăriți se poate pune un diagnostic corect în 
afecțiunile renale. Aceste metode se bazează pe capacitatea de 
excreţie a rinichiului, comparând concentrația procentuală a unei 
substanţe din plasmă cu cantitatea eliminată prin rinichi în unitatea 
de timp şi se exprimă prin coeficientul de epurare plasmatica sau 
clearance . Clearance-ul unei substanțe sangvine, eliminate prin 
rinichi, este dat de raportul între debitul său urinar pe minut şi 
concentraţia sa plasmatică: | 

C=U*V/P 


în care: C=clearance, U=concentraţia urinară a substanței (mg/dl), 
V=debitul urinar, ml/minut, P=concentraţia plasmatică a substanţei 


(mg/ml) x 


Examenul de laborator al urinii presupune: 
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examen macroscopic 

examen microscopic 

examen fizico-chimic 

examen citologic şi bacteriologic 

Recoltarea şi conservarea urinei 
Recoltarea urinii se face imediat după emisie , în vase curate, cu 
capac. 

Pentru examenul sumar de urină se foloseşte urina de 
dimineaţă, care prezintă concentraţie maximă, iar pentru examenul 
complet se foloseșe urina din 24 de ore. | 

Urina terbuie examinată imediat după emisie sau la cel 

„mult-2=3 ore de la recoltare. În caz contrar se impune conservarea 
prin congelare sau prin adăugarea unor substanțe care să nu 
modifice compoziţia chimică a urinii (timol, acid clorhidric, 
carbonat de sodiu). 

Pentru dozarea porfirinelor se recomandă recoltarea urinii 
în sticle brune şi determinarea imediată. 

Pentru determinarea electroliților şi a altor componente 
urinare se recomandă conservarea cu timol-izopropanol. 

Pentru conservarea elementelor morfologice ale 
sedimentului urinar se recomandă conservarea cu formaldehida 
40%, 


PoE 


Pentru examenul bacteriologic nu se adaugă nici o 
substanță, iar recoltarea se face în vase sterile. 


Proprietăți fizice ale urinei 


l. Aspectul: în general limpede şi transparentă la emisie. 
Urina poate fi tulbure la emisie atunci când conține puroi, mucus, 
epitelii, microbi, grăsimi (aspect lăptos), săruri (uratti, oxalati, 
fosfati, carbonati). La o examinare făcută după câteva ore apare o 
suspensie sau un depozit floconos, “nubecula”, alcătuită din mucus 
şi celule descuamate. 

În cazul urinilor alcaline sau neutre aspectul imediat după 
emisie poate fi lăptos, tulbure, datorită fosfaților alcalini. 
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__ Modificările patologice ale aspectului urinii se întâlnesc în 
afecțiuni renale s ale căilor excretoare şi sunt datorate prezenței 
hematiilor, leucocitelor, mucusului şi diferiților cilindri. 

2. Culoarea: culoarea normală este de galben-deschis până la 
galben-portocaliu datorită pigmenţilor pe care-i conţine: urocromi, 
urobilină, porfirină. Fiziologic urina este mai închisă când este mai 
concentrată, când pH-ul este mai acid. Urina eliminată după aport 
exogen de aspirină, sfeclă roşie, varză roşie este colorată în roşu. 

„ Principalele substanțe endogene care pot modifica culoarea 
sunt: y i i 
— hematiile: culoare roşie, brună sau maronie 
— porfirinele: culoare roşie sau brun-roşcată în stări febrile, 
glomerulonefrite acute 
— pigmenţii biliari: culoare galben-verzuie sau galben-brună, cu 
spumă de aceeaşi culoare în ictere, hemoliză 
— hemoglobina, melanina: culoare brună-neagră în unele forme de 
cancer, în urina alcalină, alcaptonurie. 
3. Mirosul: urina normală are un miros fad, un miros de migdale 
amare datorită acizilor volatili. Mirosul poate fi accentuat în 
urinile concentrate. 
Modificările patologice ale mirosului pot fi: 
— miros amoniacal în boli infecțioase sau tumorale renale şi ale 
căilor urinare TE 
— miros putrid în infecții ale vezicii urinare 
— miros de mere verzi în eliminarea în exces a corpilor cetonici în 
diabet, inanitie. 
4. Densitatea: poate fi cuprinsă între 1 015- 1,022kg/l la adult şi 
1,002-1,006kg/l la nou născut. Fiziologie densitatea variază cu 
regimul alimentar, diureza; în peccal variază invers proporțional 
cu volumul. 
5. pU-ul urinei se determină cu ajutorul hârtiei de pH sau a pH- 
metrelor. Urina de dimineață are un pH mai acid, de 5,5, după 
masă de 7, oscilând în timpul zilei între 5,0 şi 7,2. Un pH scăzut 
apare la diabetici, în reumatism poliarticular cronic, în insuficiența 


renală decompensată, în stări febrile, îin diaree gravă; un pi 


crescut întâlnim în infecțiile urinare, alcaloza metabolică. Valoarea 
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pH-ului urinar este determinată, în special, de raportul 
NaH-PO+/NaHPO,. 

6. Consistenţa: urina ce conţine cantități mari de albumină are o 
spumă persistentă; urina ce conţine puroi este vâscoasa şi filantă. 

7. Valori normale: 

Adulţi şi copii peste 14 ani: 1000-1600 ml 

Copii între 8-14 ani: 800-1400 ml 

Copii între 5 -8 ani: 650-1000 ml 

Copii între 3-5 ani: 600-700 ml 

Copii între 1-3 ani: 500-600 ml 

Copii nou-născuţi: 30-60 ml 


Examenul microscopic 


Examenul microscopic se face pe sedimentul urinar obţinut după 

centrifugarea urinei proaspăt emise sau a urinei păstrată la rece. 

In lipsa unei centrifugi se lasă să sedimenteze câteva ore . 

Sedimentele urinare se pot clasifica în : sedimente organizate si 

sedimente neorganizate 

Sedimente organizate: 

— elemente celulare 

— cilindri: hialini, hematici, leucocitari, epiteliali, granuloşi, 

grăsoşi ` 

— cilindroizi: sunt precipitate de mucus din tubii colectori, fără 

semnificație patologică 

— pseudocilindri: aglutinări de hematii sau conglomerate de uraţi, 

fosfati, bacterii, hemoglobină 

— secreții ale glandelor genitale: spermatozoizi în epilepsie, 

afecțiuni febrile, poluţii, după act sexual 

— elemente neoplazice: sub formă de celule atipice sau fragmente 

de țesut tumoral; în tumori primare renale, vezicale sau prostatice, 

dar şi tumori de vecinătate. 

— paraziți: chiste, scolexi sau bucăți membranare de echinococ, 

oxiuri, trichomonas vaginalis. 

Elementele celulare sunt reprezentate de: celule epiteliale din căile 

urinare, hematii (normal între 0-1000; peste 10000 în nefroze, 
9; 


glomerulonefrite, tumori, calculi, cistite, sili de, sânge), leucocite . 
(10-15/mm° Valori normale; 20-25/mm” la limita patologicului; 
100-500/mm; piurie uşoara; peste 500/ mm’ piurie intensă). ' 

Sedimente neorganizate: pot fi organice sau anorganice şi 
reprezintă uneori componenți normali eliminați într-o concentrație 
prea mare sau pe care pH-ul urinei îi face să precipite. Sunt 
alcătuite din elemente cristaline sau amorfe sub formă de acid uric, 
uraţi, fosfati, carbonați, oxalaţi, cisteină, leucină, xantină, 
colesterol (rareori), acizi graşi. 

Calculii: se formează prin precipitarea lentă a substanțelor 
în jurul unui nucleu primitiv şi apar adesea stratificaţi, corpul 
central fiind adesea un cheag de sânge. Principalii calculi sunt 
formati din uraţi (duri, straturi concentrice), oxalaţi (în formă de 
mure, foarte duri, traumatizanți şi producători de hemorgii 
urinare), rar apar calculi de cisteină, — de calciu şi 
colesterol. i 


Compoziția chimică a urinei 
Compoziția chimică a urinei cuprinde atât substanțe 
organice, cât şi substanțe anorganice. 


Cantitatea eliminată în 24 ore 


Anioni 
$ 120-240 mmoli 
30-60 mmoli ` 


10-40 mmoli 


100-150 mmoli 
60-80 mmoli 
30-50 mmoli 
4-11 mmoli 
3-6 mmoli 
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< Tabel 9. 3. Componenți cu semnificație patologică ai urinei 


Sumarul de urină este cel mai la îndemână examen de 
depistare a modificărilor funcţiei renale. Este un test extrem de 
util nu numai în cazul analizelor de rutină, cât mai ales în cazul 
urgențelor medicale în care trebuie intervenit chirurgical sau prin 
terapie intensivă. 

Pentru examenele uzuale de laborator urina se colectează 
dimineața, după toaleta locală, de la mijlocul jetului urinar şi 
trebuie analizată în cel mai scurt timp după recoltare. | 

Analiza  sumarului de urină presupune parcurgerea 
următoarelor etape: 

1. examenul fizic — culoare, densitate, pH, aspect, miros 

2. examenul biochimic — reacţii specifice pentru. determinarea 
Na”, K', NH¿', CI, HPO,, ureei, creatininei, precum şi a 
principalilor compuşi patologici ( glucoză, hemoglobină, 
hematii, corpi cetonici, pigmenti biliari) 

3. examenul microscopic 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 
Identificarea proteinelor 


1. Proba cu acid tricloracetic 10%: peste 4ml urină se adaugă 
Iml acid tricloracetic; în prezența proteinelor se formează un 
precipitat alb. 

2; Proba de coagulare: se încălzeşte urina din eprubetă (4- 
5ml) până la fiebere, când se formează un precipitat (datorat 
proteinelor sau fosfaților), după care se adaugă 3-4 picături de acid 
acetic diluat pentru a dizolva fosfații. Dacă precipitatul persistă 
atunci urina conține proteine în concentrații mai mari decât cele 
fiziologice. 

3, Proba cu acid azotic concentrat: peste 2ml acid azotic 
concentrat se adaugă uşor, prelingându-se pe pereții eprubetei, 1- 
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2ml urină; dacă urina conține proteine se Scanare un inel alb la 
suprafața de contact a celor doua lichide. 


Identificarea glucidelor | ij 


l: Proba Fehling pentru glucidele reducătoare: peste 2 ml 
urină se adaugă un volum egal de reactiv Fehling, se încălzeşte Si 
se obtine un precipitat roşu-cărămiziu. 

À, Proba Benedict pentru glucidele reducătoare: la 2-3ml de 
reactiv se adaugă câteva picături de urină; cele două componente 
se amestecă. şi se încălzesc; se obține o culoare verde, galbenă sau 
roşie în funcţie de concentrația glucidelor. 

3, Proba Seliwanoff pentru fructoză: la 2 sau reactiv se 
adaugă câteva picături de urină, se iulgălzeşte şi Dare o coloratie 
rosie. 


Identificarea mea A cetonici 


k. Proba Legal pentru acetonă si acid acetoacetic: ens 3- 
4ml de urină se adaugă câteva picături de soluţie proaspătă de 
nitroprusiat de sodium 5% şi 2ml NaOH 2N; apare o colorație 
brună care după adăugarea de acid acetic trece în roşu carmin. 

2. Proba iodoformului specifică pentru acetonă: după tratarea 
urinii cu iod în mediu alcalin apare un precipitat galben cu miros 
caracteristic. Peste 3-4ml urină se adaugă Iml soluţie Lugol şi 
câteva picături de NaOH 2N; în prezenţa acetonei se va simți 
mirosul de iodoform. 


Identificarea hemoglobinei 


> 


1. Proba Adler: benzidina este oxidată de către H202, în 
prezența hemoglobinei, la albastru de benzidină; într-o eprubetă, 
peste câteva cristale de benzidină se adaugă şi 3ml de acid acetic 
glacial, se agită, apoi se adaugă 2ml de urină. şi 1-2 ml apă 
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oxigenată 3%. Iniţial apare o culoare verde care virează spre 
albastru după oxidarea benzidinei. 


Identificarea bilirubinei 


1. Proba cu acid azotic: peste 5 ml acid azotic concentrat se 
adaugă uşor, prin prelingere pe pereţii eprubetei, Sml urină; la 
suprafaţa de contact dintre cele două lichide apar inele colorate în 
verde, albastru, violet, roşu. 

2. Proba cu clorură ferică (reacția Ehrlich): pe o placă de 
porțelan se amestecă 1-2 picături de urină cu 1-2 picături de reactiv 
Fouchet (1g FeCl, în 100ml acid tricloracetic 25%) şi apare o 
„ coloraţie verde. 


Identificarea sărurilor biliare 


1. Proba Pettenkofer: la 2-3ml urină se adaugă 2-3 picături de 
soluţie de zaharoză 5%, apoi se adaugă uşor, pe pereții eprubetei, 
2-3ml acid H2SO, astfel încât să se obțină două straturi distincte, 
separate printr-un inel roşu. 


Teste rapide pentru identificarea compușilor patologici urinari 


Aceste teste sunt reprezentate de kit-uri ce conţin benzi 
înguste de plastic ce au la suprafață, spre unul dintre capete, pastile 
impregnate cu reactivi specifici pentru diferiți compuși. 
Identificările se fac pe aceleaşi principii enumerate anterior. După 
imersarea benzii în urină, la intervale de timp bine definite, se 
compară culoarea obținută pe fiecare pastilă cu un etalon care 
însoţeşte kit-ul. 

De asemenea în laboratoarele moderne, dotate cu 
bioanalizoare automate pentru analiza urinii, identificarea 
componenților urinari se face rapid, atât calitativ, cât şi cantitativ. 
Principiul este acelaşi ca şi în metodele clasice, doar că pe aceeaşi 
probă se fac în acelaşi timp determinările pentru mai mulți 
compuşi, iar necesarul de probă este mult micşorat. 
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10. HORMONII 


| 


Denumirea de hormon este atribuită oricărui compus 
chimic, elaborat şi secretat de o celulă sau un grup de celule 
specializate (celule aloce) care afectează activitatea altei 
celule. 

După locul de sinteză şi acţiune, hormonii pot fi: 

1) hormoni endocrini |- sunt secretati de către celula 
producătoare în sânge şi ajung la celula țintă prin sistemul 
circulator _—- I 

2) hormoni paracrini — sunt secretaţi de o celulă si 
| acţionează asupra celulelor învecinate, fără a ajunge în torentul 
circulator 

3) hormoni autocrini — sunt secretaţi de o celulă în spațiul 
extracelular şi acţionează ca mesageri pentru celula care i-a 
produs. 

După solubilitatea în apă, pot fi: 

1) hormonii liposolubili, acţiunează direct asupra ADN, 
activând sau încetinind transcrierea genelor, prin intermediul 
receptorilor intracelulari (citoplasmatici sau nucleari). Printre 
aceştia se numără hormonii steroidici şi cei tiroidieni. 

2) hormonii hidrosolubili, acționează prin intermediul 
receptorilor membranari, situați la suprafața celulelor. Fixarea 
hormonului pe receptor activează un sistem transductor care 
transformă semnalul extern (mesagerul prim, hormonul), într-un 
semnal intracelular (mesager secund). Printre aceştia se numără 
hormonii peptidici . (insulina, glucagonul) şi catecolaminele 
(dopamina, noradrenalina, adrenalina). | 

Durata de viaţă a hormonilor în plasmă este foarte mică, de 
ordinul secundelor sau minutelor pentru hormonii hidrosolubili şi 
de ordinul orelor pentru hormonii liposolubili. 

„Evaluarea funcției endocrine se poate realiza prin 
următoarele determinări: 
° concentratia plasmatică a hormonului 
e concentraţia receptorilor hormonali 
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rata de secreție a hormonului în circulaţie 
excreția urinară a hormonului sau a metaboliților lui 
e rezerva hormonală şi reglarea hormonală (teste 
dinamice) 
e efectele selective ale acţiunii hormonului pe 
țesuturile țintă 

Pentru majoritatea hormonilor se dozează concentrația 
plasmatică, însă pentru hormonii cu secreție  fluctuantă, 
determinările urinare hormonale prezintă avantaje faţă de valoarea 
obținută pe o probă de sânge. De asemenea, pentru hormonii care 
necesită transportor plasmatic (steroizi, tiroidieni), trebuie 
determinată şi concentraţia proteinei transportoare. 

Tiroida este sursa principală pentru două categorii diferite 
de hormoni: tetraiodotironina (tiroxina; T4) şi triiodotironina (T3), 
implicaţi în procese de creştere şi dezvoltare şi calcitonina, 
secretată de celulele parafoliculare C, hormon implicat în 
metabolismul fosfo-calcic. 

Hormonii tiroidieni stimulează creşterea şi dei şi 
intervin în maturarea sistemului nervos. De asemenea, cresc 
metabolismul bazal (efect calorigen) şi măresc consumul de 
oxigen al unor țesuturi (miocard, parenchim hepatic şi renal, 
mucoasa gastrică). La doze mari determină creşterea activității 
unor enzime microzomiale cu degajare sporită de căldură, ceea ce 
poate explica intervenţia în termoreglare, respectiv hiperfuncția 
tiroidiană în procesul de adaptare la frig. Prin efectele calorigen şi 
de stimulare a creşterii şi dezvoltării pot fi explicate şi modificările 
metabolismului proteic, glucidic şi lipidic. Hormonii tiroidieni 
favorizează sinteza proteică, cresc absorbția intestinală a glucozei 
şi utilizarea sa tisulară, accelerează  gluconeogeneza şi 
metabilismul lipidic, cu mărirea lipolizei, scăderea colesterolemiei 
şi micşorarea rezervelor de lipide. La nivelul cordului provoacă 
„tahicardie şi cresc forța contractilă a miocardului, cu mărirea 
debitului sistolic şi a debitului pe minut ca urmare a creşterii 
cerințelor metabolice.. Sistemul nervos este stimulat, dozele mari 
de hormoni provocând iritabilitate, anxietate, hipereflexibilitate, 
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hiperfuncție simpatică. Inhibă secreția de tirotrofină hipofizară 
(efect supresiv), efect corespondent mecanismului fiziologic de 
autoreglare a funcţiei tiroidiene. 

Hipertiroidismul însoțit de guşă difuză (boala Graves- 
Basedow sau guşa toxică difuză) este o afecţiune autoimună, care 
apare mai ales la adulţii tineri. La persoanele mai în vârstă se poate 
dezvolta o altă formă de hipertiroidie, guşa toxică nodulară. 

Hipotiroidismul se datorează afectării primare a glandei 
tiroide sau lipsei _tirotrofinei | (hipotiroidism secundar) sau a 
hormonului hipotalamic de eliberare a torotrofinei (hipotiroidism 
terțiar). — 

Iodurile în doze mici, corespunzătoare necesarului de iod 
pentru formarea hormonilor tiroidieni, se folosesc în scopul 
substituirii iodului insuficient din apă şi alimente, respectiv pentru 
profilaxia şi tratamentul guşii endemice simple. Se recomadă 
utilizarea sării de bucătărie iodate (20 mg iodura per kg de sare) 
sau administarea de comprimate conţinând 1 mg iodură de potasiu, 
astfel încât să se asigure aportul a cel puţin 100-200ug iod/zi. De 
asemenea, iodurile se folosesc ca expectorante. lodurile şi iodul se 
absorb repede din intestin, concentrându-se la nivelul tiroidei şi în 
glandele salivare. Trec în salivă, sudoraţie, difuzează bariera 
placentară. Eliminarea se face predominant prin urină. Ca efect 
nedorit, pot apărea uneori fenomene de hipertiroidism. Administrat 
la gravidă, iodul poate determina dezvoltarea guşii la făt. 

lodurile în exces inhibă mecanismul transportor care 
asigură iodocaptarea tiroidiană, împiedică sinteza iodotirozinelor şi 
iodotironinelor, blocând procesul de eliberare a hormonilor 
tiroidieni. De aceea, administarea de ioduri se face pe termen scurt, 
pentru pregătirea tiroidectomiei, după administarea de radioiod sau 
pentru combaterea crizei tireotoxice. 

„ Fenomenele de intoxicație cronică, relativ rare, sunt 
cunoscute sub numele de iodism şi se manifestă prin: 
hipersalivaţie, rinită şi conjunctivită seroasă, , erupții cutanate ` 
acneiforme. 
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Hormoni pancreatici 


Activitatea endocrină a pancreasului este localizată la 
nivelul insulelor Langerhans. Celulele B secretă insulina, celulele 
A secretă glucagon. 


Insulina: 

- este principalul hormon cu acțiune Pipoglicemiantă 

- este hormonul care domina faza anabolica a 
metabolismului 

- este o proteina mică, de 51 resturi aminoacidice 

- este alcatuită din doua lanţuri, un lant A (21 de 
aminoacizi) şi un lanț B (30 de aminoacizi) 

Timpul de înjumătaţire este de 3-5 minute. Insulina este 
inactivată în principal în ficat. 

Insulina controlează procese fundamentale de stocare şi de 
mobilizare a rezervelor calorice, permite adaptarea metabolică a 
organismului la trecerea de la starea de post la cea de nutriţie. 

În ficat, glucoza este depozitata sub formă de glicogen şi 
este convertită în acizi graşi. Acestia sunt incorporați în 
triacilgliceroli şi sunt exportaţi ca VLDL (lipoproteine cu densitate 
foarte mică). Insulina exercita o puternică acțiune 
antigluconeogenetică prin represia enzimei determinante de viteză, 
fosfoenolpiruvat carboxikinaza (PEPCK). Asupra metabolismului 
lipidic insulina are actiune antilipolitica si lipogenetica. 


Glucagonul: 


- are acţiune antagonică insulinei, este hiperglicemiant 

- este un polipeptid de 29 resturi aminoacide 

- _este sintetizat sub forma unui precursor pre-pro- 
glucagon. Segmentul N-terminal, pre-, este detaşat în 
reticulul endoplasmatic, apoi este prelucrat în aparatul 
Golgi cu formarea mai multor fragmente polipeptidice 

Glucagonul are timpul de înjumătățire de 5 minute fiind 

degradat rapid în ficat. ` 
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Glucagonul exercită acţiuni metabolice opuse insulinei, 
rezultatul global fiind creşterea glicemiei. Acţiunea principală a 
glucagonului este cea gluconeogenică (sinteza de Stg idin 
precursori neglucidici). 

Metabolismul lipidic în hepatocit este deplasat spre B- 
oxidarea acizilor graşi şi cetogeneza. În tesutul adipos prin 
creşterea concentrației AMPc, este activată lipoliza şi inhibată 
lipogeneza. 


Hormoni medulosuprarenalieni 


Medulosuprarenala elaborează ~ compuşi denumiți 
catecolamine: 


- dopamina 
- noradrenalina (norepinefrina) ` 
- adrenalina (epinefrina) 


Catecolaminele sunt obținute din tirozină. Transformarea 
tirozinei în adrenalină are loc prin patru reacţii care au loc în 
granulele  cromafine si în citosolul celulelor cromafine. 
Transformarea noradrenalină — adrenalină are loc în citosol, fiind 


catalizată de o metil-transferază. 


Prin acțiunile asupra sistemului circulator, asupra 
metabolismului energetic, prin: reglarea secreției anumitor 
hormoni, catecolaminele au roluri importante în adaptarea 
organismului la agresiunile interne sau externe, fizice sau psihice 
(frig, e emoti, hipoglicemie, etc). 


Medulosuprarenala nu este esentiala ma viață, dar în 
absența secreției medulare organismul este inapt de a face față 
diverşilor factori stresanţi care acționează permanent. 
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Somatotropina, hormonul somatotrop. (STH) sau 
hormonul de creştere (GH), are structură polipeptidică, este 
secretată de adenohipofiză şi se depozitează în granule 
intracelulare de la nivelul glandei. Secretia are caracter pulsatil si 
se realizează sub acțiunea unor factori fiziologici: efort, stres, 
somn, hipoglicemie. Secretia este controlată de doi hormoni 
hipotalamici: hormonul eliberator al somatotropinei (GH-RH) şi 
somatostatina sau hormonul inhibitor al eliberării somatotropinei. 

Somatotropina favorizează creşterea țesuturilor si 
organelor, acționând în relaţie cu androgenii şi hormonii tiroidieni 
(stimulează proliferarea cartilajelor cu creşterea în lungime a 
oaselor). Acest efect se exercită prin intermediul somatomedinelor, 
factori de creştere asemănători IGF (insulin-like growth factors). 


Hormonii corticosuprarenaliei (corticosteroizi) 
Hormonii corticali sunt steroizi (corticosteroizi): 
e C>,i(mineralocorticoizii si glucocorticoizii) 
e Co(androgenii) ` 


În cortexul suprarenalei se află un număr mare de steroizi: 
cortisolul (glucocorticoid), aldosterona (mineralocorticoid), 


dehidroepiandrosterona si androstendiona (androgeni). 


Precursorul corticosteroizilor este colesterolul obtinut, in 
majoritate, prin captare din lipoproteinele plasmatice sau prin 
sinteza de novo. Adrenalele cuprind rezerve de colesterol sub 
forma de acil-colesterol. 


Etapa comuna pentru sinteza corticosteroizilor este 
transformarea colesterolului în pregnenolona. De la pregnenolonă . 
se ramifică secvențele care duc la  glucocorticoizi, 
mineralocorticoizi şi la androgeni. 
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“Corticosteroizii nu sunt depozitați în celulă, ei sunt 
secretați imediat după sinteză. În sânge circulă fixati pe proteine 
transportoare specifice sau pe serumalbumină, Fractiunea libera 
este cea activa biologic. i w 


“Cortisolul @ideocortizəna) exercitá actiuni metabolice 
antagonice cu ale insulinei, evidente mai ales in perioadele de 
inanitie, de solicitări susținute. 


La nivel hepatic, az ut nina gluconeogeneza prin 
aport crescut de materii prime (aminoacizi d din muşchi s glicerolul 
din tesutul adipos). 


În muşchi scheletici, cortisolul exercită o acţiune catabolică 
asupra proteinelor, aminoacizii eliberați constituind substratul 
gluconeogenezei hepatice. 


Cortisolul are acţiuni catabolice şi asupra tesutului adipos 
periferic; lipoliza eliberând în sânge acizi grași şi glicerol. 


Cortisolul exercită acţiuni importante asupra sistemelor de 
apărare imunologic şi inflamator. Acţiunile antiinflamatoare ale 
cortisolului sunt rezultatul reducerii numarului de leucocite (in 
special polimorfonucleare). 


Aldosterona participă la menţinerea homeostaziei. hidrice 
şi electrolitice. Țesutul principal ţintă pentru aldosterona este 
rinichiul. De asemenea, . aldosterona reglează transportul 
electroliților prin celulelor epiteliale de la nivelul glandelor 
salivare, glandelor sudoripare, intestin. 


Controlul secretiei de i lb are loc prin intermediul 


sistemului renina-angiotensina, care are un rol deosebit în reglarea 
volumului fluidului extracelular şi a presiunii sângelui. 
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` Hormonii sexuali 
Hormonii icale poarta denumirea de androgeni. 
Hormonii ovarieni sunt estrogenii si progestinele. 
Androgenii 
e sunt hormonii sexuali masculini 


e sunt sintetizaţi în celulele interstițiale (celule Leydig) din 
testicul 


“e principalul androgen testicular este testosterona; testiculul 
mai secreta cantități mici de dihidrotestosterona 


e sinteza testosteronei în celulele interstițiale are loc prin 

aceleaăi reacţii intermediare ca şi sinteza de corticosteroizi. 

Etapa limitantă de viteză este de asemenea, scindarea 
- catenei laterale din colesterol şi formarea pregnenolonei 


e hormonul este eliberat în sAnge pe măsură ce se formează, ` 
nu există forme de depozitare 


e testosterona este catabolizată rapid, în ficat şi în alte 
țesuturi, la produşi inactivi sau cu activitate androgena 
slabă | 


Testosterona controlează procesele fundamentale necesare 
dezvoltării şi funcţionării organelor sexuale, apariţiei şi intreținerii 
caracterelor sexuale secundare, spermatogenezei. 


Androgenii stimulează sinteza proteică, acțiune deosebit de 
puternică la pubertate, care duce la dezvoltarea oaselor şi 
musculaturii scheletice. 

Estrogenii provoacă maturarea organelor sexuale, 
dezvoltarea caracterelor sexuale secundare şi determină 
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comportamentul sexual feminin. Această grupă cuprinde hormonii 
steroizi naturali şi compuşi de sinteză, cu proprietăți feminizante, 
care contribuie la asigurarea ciclului menstrual normal, pregătind 
tractul genital feminin pentru fertilizare. 

Principalul estrogen natural, 17 frestradiolul, se formează 
în ovar, în foliculul Graff având precursor testosteronul, din care 
rezultă prin aromatizarea inelului A al nucleului steroidic. 
Estradiolul începe să fie secretat de ovar la pubertate, sub înfluența 
FSH. Alţi doi estrogeni naturali, mai puţin activi —estrona şi 
estriolul- se formează din estadiol mai ales în ficat şi din steroizi 
androgeni, în alte țesuturi. A 

După sinteză hormonii sunt eliberaţi î în sânge, nu se cunosc 
forme de depozitare. Estrogenii circulă în sânge ca atare şi sub 
formă de conjugaţi, legaţi de o globulină — SHBP („sex hormone- 
binding protein”) şi de albumină. Catabolismul estrogenilor are loc 
predominant în ficat şi catabolitul principal este estriolul,: eliminat 
qupa conjugare prin bila si fecale. 


Hormonii ovarieni controlează dezvoltarea aparatului 
reproducator feminin, apariția şi menţinerea caracterelor sexuale 
secundare, regleza ciclul ovarian, fecundarea, gestația, naşterea şi 
lactaţia. 

În timpul sarcinii, estrogenii sunt produşi mai ales de către 
placentă, în cantităţi. progresiv crescânde până la naştere, când 
valorile ajung de circa 100 ori mai mari decât în afara sarcinii. 
Principalul estrogen secretat de placentă este estriolul. La 
menopauză scade producerea de estrogeni având drept consecință 
atrofierea genitală, tulburări cardiovasculare ischemice, apariția 
osteoporozei. 

Progesteronul, principalul progestativ natural, este un 
hormon indispensabil pentru nidare şi menţinerea sarcinii. 
Progesteronul este secretat majoritar de corpul galben ovarian şi 
placentă, şi în cantități mici de corticosuprarenală şi testicul. 
Creşterea temperaturii corpului (cu 0,5*C), încapând de la 
jumătatea ciclului până la începerea menstruației, se datoreşte tot 
progesteronului. | | 
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 Progesteronul are acţiuni metabolice multiple: stimulează 
lipoprotein lipaza şi favorizează depunerea grăsimilor, provoacă 
scăderea nivelului plasmatic al HDL, creşterea insulinemiei şi 
favorizează depunerea glicogenului. De asemenea, scade nivelul 
plasmatic al unor aminoacizi şi măreşte azoturia, favorizează 
excreția renală a sodiului (împiedicând competitiv acțiunea 
tubulară a aldosteronului), ceea ce determină secreția reactivă de 
aldosteron şi scăderea PCO» în sângele arterial. 

Prolactina este un hormon secretat de celulele acidofile 
lactofore din adenohipofiză si țesutul placentar. Secreţia hipofizară 
este controlată de un hormon inhibitor al eliberării de prolactină 
(P-RIH), produs de neuroni din hipotalamus, la rândul lor stimulați 
dopamineregic. Efortul, stresul, somnul, hipoglicemia măresc 
secreția de prolactină. Concentrația hormonului creşte în timpul 
sarcinii (sub influența estrogenilor şi a secreției placentare) şi în 
cursul alăptării (suptul stimulează reflex secreția de prolactină). 

Principala funcţie a prolactinei se evidenţiază, la femei, 
prin dezvoltarea sânilor în timpul sarcinii şi alăptării şi favorizarea 
secreției lactate. În plus, prolactina are efect supresiv asupra 
secreției de gonadotrofine, cu inhibarea consecutivă a funcției 
ovariene. 

Gonadotropinele sunt hormoni cu structură glicoproteică 
cu rol important în reglarea funcţiei ovariene şi testiculare. 
Hormonul foliculostimulant (FSH) şi hormonul luteinizant (LH) 
sunt secretaţi de adenohipofiză. 

FSH induce dezvoltarea şi maturarea foliculilor ovarieni şi, 
împreună cu LH, stimulează sinteza şi secreția estrogenilor de 
către celulele foliculare. Hormonul luteinizant declanşează 
ovulaţia, induce formarea corpului galben şi stimulează sinteza şi 
secreția progesteronului de către celuelle luteinice. Gonadotrofina 
corionică, secretată de placentă, are acţiunea predominant de tip 
LH, favorizând menținerea corpului galben si secreția 
progesteronului până în luna a M-a a sarcinii când secreția de 
hormoni sexuali feminini este preluată de placentă. | 

Gonadotrofina umană de menopoauză (HMG) este obținută 
din urina femeilor la menopauză, perioadă când se elimină cantități 
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mari de gonadotropine din cauza lipsei acţiunii inhibitoare a 
estrogenilor. 


ACTIVITATE EXPERIMENTALĂ 


Dozarea printr-o metodă imunoenzimatică tip ELISA a 
hormonului tiroidian T4 | 

Principiu: Serul este incubat cu anticorpi anti- T4 fixaţi pe 
un suport solid. Se incubează timp de o oră apoi se îndepartează 
excesul de antigen cu o soluție de spălare. Se adaugă al doilea 
anticorp anti-“T4 marcat enzimatic apoi substratul enzimei. După o 
perioadă de incubare la 37*C se oprește reacția enzimatică prin 
adăugarea unei soluţii stop. Se observă formarea unui compus 
colorat, a cărui absorbantă este direct proporțională cu 1 concentrația 
de T; din probă. 


Reactivi necesari: 
- suport solid cu anticorpi anti- T4 
- anticorpi anti- T4 marcați cu o enzimă 
- substratul enzimei 
- soluție de spălare 
- soluție stop pentru reacția enzimă-substrat 
- standarde T4 
“Calcularea concentrației de T4 din probă se realizează cu 
ajutorul unei curbe standard trasată folosind standardele de 
concentrații cunsocute de T4. Toate standardele vor urma acelaşi 
protocol ca şi proba de ser. 
Valori normale: 
T; total = 4-12 ug/dL 970-140nmoli/L). În primele 2 luni 
de viata TA prezintă valori mult mai mari decât la adulți. 
Pot produce interferenţe cu unele componente ale kit-ului 
şi conduce la rezultate neconcludente următoarele: 
-  autoanticorpii faţă de hormonii tiroidieni 
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- tratamentul cu biotina în doze mari (> 5 mg/zi) — se 
recomandă ca recoltarea de sânge să se facă după 
minimum 8 ore de la ultima administrare 
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